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njihov odziv imajo pomembno funkcijo pri patogenezi KVČB. V naši raziskavi smo se 
osredotočili na določene podvrsti limfocitov T v vneti črevesni sluznici bolnikov s KVČB. 
Limfociti so bili izolirani iz biopsije črevesne sluznice bolnikov s KVČB, ki so zaradi 
neučinkovitosti odziva na standardno terapijo, prejeli zaviralce TNF-α. Vsem so bili odvzeti 
vzorci črevesne sluznice pred in po treh mesecih zdravljenja. Sodelovalo je 26 bolnikov, od tega 
15 bolnikov s CB, 11 pa je bilo diagnosticiranih kot bolniki z UK. Za primerjavo smo vključili 
še 10 zdravih kontrol. Z metodo pretočne citometrije smo izmerili deleže limfocitnih podvrst. 
Razlike med bolniki in kontrolno skupino so se pokazale v razmerju med citotoksičnimi 
limfociti T, ki izražajo/ne izražajo kostimulatorne molekule CD28, pri populaciji aktiviranih 
citotoksičnih limfocitov T, aktiviranih celicah T pomagalkah in regulatornih limfocitih T. 
Sklepamo, da so citotoksični limfociti T (CD8+CD28+ in CD8+CD28-) ter njuno razmerje 
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Inflammatory bowel disease (IBD) is an autoimmune disease triggered by inappropriate 
response to antigens. Patients with IBD can be ranked roughly into two categories: ulcerative 
colitis (UC) and Crohn's disease (CD). An increase level of TNF-α can be observed in inflamed 
tissue, and also in the inflamed mucosa of patients with IBD. Biological agents that can be used 
for the treatment of IBD are TNF-α inhibitors, impacting intracellular signaling. They inhibit 
the cell cycle, accelerate apoptosis of activated cells, inhibit cytokine production, or improve the 
activity of regulatory T cells. Communication between immune cells and response to antigens is 
crucial for homeostasis in the intestinal mucosa. Lymphocytes T and their response have an 
important function in the pathogenesis of IBD. In our study, we focused on certain subtypes of 
T lymphocytes in the inflamed bowel mucosa of patients with IBD. The lymphocytes were 
isolated from biopsy of the intestinal mucosa of patients with IBD who received TNF-α 
inhibitors due to the ineffectiveness of the response to standard therapy. All samples were taken 
from the intestinal mucosa before and after three months of treatment. 26 patients participated, 
15 of which were CD patients, and 11 were diagnosed as patients with UC. For comparison, we 
included 10 healthy control patiens. We used flow cytometry method to measure the ratios of 
lymphocytic subtypes in the research subjects. The differences between patients and control 
group showed in i) cytotoxic T lymphocytes expressing costimulatory molecules CD28, ii) ratio 
of cytotoxic T lymphocytes expressing/not expressing costimulatory molecules CD28, iii) the 
population of activated cytotoxic T cells, iv) activated helper T cells and v) regulatory T cells. 
We conclude that the cytotoxic T cells (CD8 + CD28 + and CD8 + CD28-) and their ratios are 
involved in the development of the disease. Patients with UC had lower frequency of cytotoxic 
T lymphocytes expressing CD28 molecule and residual lymphocytes T after treatment, 
moreover UC patients who responded to therapy had lower frequency of activated cytotoxic T 
cells after treatment. Activated T cells expressing IL2R receptor are more represented in non-
responsive CB patients before treatment than in responsive. The feature of the IBD is also the 
disrupted activity of T regulatory cells, which was also confirmed in our study, as the 
proportion of Treg in the control group was higher than in patients with IBD before therapy. 
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Kronična vnetna črevesna bolezen (KVČB) je progresivna motnja, katero lahko sproži 
imunski odziv na črevesno mikrobioto in okoljske dejavnike pri posameznikih, ki imajo 
genetske predispozicije. Pri patogenezi KVČB je predpostavljeno, da gre za nenormalen 
imunski odziv na črevesno mikrobioto (Park in Jeen, 2018).  
 
Pomembno vlogo pri vzdrževanju črevesne homeostaze imajo intraepitelijski limfociti T 
povezani z enterociti. Interepitelijski limfociti lahko v primeru vnetja izločajo interferon 
gama (IFN-γ) in tumor nekrozni faktor (TNF) v namen zaščite črevesne sluznice pred 
patogeni. S tem se nadalje sprožijo vnetni procesi (Sun in sod., 2015). Celice, ki se 
nahajajo v črevesnem epiteliju so tudi tako imenovani tkivno rezidenčni limfociti, ki v 
prvi vrsti nastopijo kot obramba, ki ščiti tkivo pred poškodbami. Ene izmed njih so tudi 
tkivno rezidenčne spominske celice T za katere je značilno, da se lahko hitro odzovejo 
na patogene. Pod epitelijem črevesne sluznice je plast, ki se imenuje lamina propria v 
kateri se odvijajo signalne kaskade. Komunikacija s pomočjo celičnih povezav ali pa s 
pomočjo izločanja citokinov regulira črevesni imunski sistem. Porušitev homeostaze, 
katero vzdržujejo celice imunskega sistema, vodi v razvoj kronične vnetne črevesne 
bolezni, vnetij in tudi tumorja (Okumura in Takeda, 2016). 
 
Biološka zdravila so zdravila, ki se pri nas uporabljajo pri bolnikih, ki se niso odzvali na 
standardno terapijo oz. so se nanjo nezadostno odzvali ali pa imajo nanj 
kontraindikacije. Biološka zdravila so učinkovita tako za remisijo bolezni kot tudi za 
indukcijo (Jakopovič, 2017). Znane so tri skupine bioloških učinkovin, ki se lahko 
uporabljajo za zdravljenje KVČB, in sicer zaviralci TNF-α, zaviralci interlevkinov (IL-
12, IL-23) in zaviralci integrinov α4β7 (Guariso in Gasparatto, 2017). Tomson in sod., 
2012 navajajo, da je bil TNF-α, zaradi sprožitve obrambe na lokalno poškodbo v telesu, 
imenovan tudi kontrolni citokin oz. »požarni alarm«. Pri KVČB je značilna znatno 
povišana koncentracija TNF-α.  
 
TNF-α je glavna tarča za zdravljenje, saj je vnetni citokin. Vendar pa 10 do 40  % 
bolnikov s CB in do 50  % bolnikov z UK ne reagira na terapijo z zaviralci TNF-α. 
Raziskave kažejo tudi, da približno ena tretjina postane neodzivna na zdravljenje po 12. 
mesecih od začetka zdravljenja z zaviralci TNF-α. Zaradi tega raziskovalci še vedno 
poudarjajo, da so za boljšo opredelitev mehanizma bolezni potrebne še dodatne 
raziskave. V naši raziskavi se bomo osredotočili na vpliv zaviralcev TNF-α na 
interepitelijske celice v črevesni sluznici bolnikov s kronično vnetno črevesno boleznijo 
(Ślebioda in Kmieć, 2014). 
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Namen raziskave je bil ugotoviti ali zdravljenje z zaviralci TNF-α vpliva na delež in 
fenotip limfocitov izoliranih iz biopsije kolona pri bolnikih s kronično vnetno črevesno 
boleznijo. Zanimalo nas je tudi kako se deleži in fenotipi limfocitov pri bolnikih 
razlikujejo od limfocitov izoliranih iz črevesne sluznice zdravih oseb ter ali obstaja 
razlika glede na diagnozo bolezni. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 Pri bolnikih z aktivno KVČB sta delež in fenotip limfocitov drugačna kot pri 
zdravih osebah. 
 Zdravljenje z zaviralci TNF-α spremeni delež in fenotip limfocitov v sluznici 
črevesja. 
 Delež in fenotip limfocitov je različen pri primerjavi bolnikov, ki se niso odzvali 
na terapijo s tistimi, ki so se. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ČREVESNA SLUZNICA 
Največja površina, katera je v človeškem telesu izpostavljena zunanjemu svetu, je 
gastrointestinalni trakt. Izpostavljen je vsemu kar pojemo ter ogromnemu številu 
bakterij, ki so naseljene v črevesju. Ravno zaradi teh dejavnikov je pomembno, da 
imunski sistem tolerira lastne bakterije in preprečuje imunski odziv nanje ter zaznava 
patogene in sproži odziv. Črevesna sluznica ima pri tem funkcijo, da zmanjša 
izpostavljenost antigenov imunskemu sistemu (Pelaseyed in sod., 2014). V nalogi se 
bomo osredotočili predvsem na končni del gastrointestinalnega trakta – na črevesje, 
katero je najbolj prizadeto pri kroničnih vnetnih črevesnih boleznih. Pri tem je še 
posebej pomembna črevesna sluznica, saj preprečuje adhezijo in invazijo patogenov. V 
ta namen je opremljena z različnim specifičnim ter nespecifičnim obrambnim 
mehanizmom, ki skupaj gradita kompleksno in učinkovito sluznično pregrado. 
2.1.1 Epitelij 
Črevesni epitelij predstavlja ogromno površino okoli 100 m2, ki je sestavljena iz enega 
sloja intestinalnih epitelnih celic (IEC), ki tvorijo močno fizično bariero (Maloy in 
Powrie, 2011). Sun in sod., 2015 navajajo površino epitelija tudi do 400 m2 (od okoli 
200 do 400 m2). Črevesni mukozni sloj je okolje s katerim mikrobi pridejo najprej v 
neposredni stik. Za preprečitev vstopa mikrobom IEC tvorijo trdno povezavo med seboj 
s tesnimi stiki, dezmosomi in adherentnimi stiki. S tem preprečujejo vstop patogenih 
bakterij skozi enoslojni epitelij. Intestinalne oz. epitelne celice črevesja imajo tudi 
številne funkcije pomembne za črevesno homeostazo. Poleg kompleksa trdnih povezav 
med IEC, fizično pregrado tvori še mukozni sloj nad IEC, antimikrobni proteini (AMP), 
ki se nahajajo v njem in imunoglobulini A (IgA). IEC torej izločajo spojine, ki vplivajo 
na mikrobe, regulirajo črevesno mikrookolje, zaznavajo patogene in lastne mikrobe ter 
inducirajo in modulirajo imunski odziv (Sun in sod., 2015). 
2.1.1.1 Celice epitelija 
Epitelij je, da opravlja vse funkcije, sestavljen iz različnih specializiranih celičnih tipov. 
Najobsežnejši celični tip epitelija so enterociti ali absorpcijske epitelijske celice. 
Njihova apikalna membrana je sestavljena iz mikrovilov, kateri povečujejo površino za 
absorpcijo. Med njimi ter tik nad njimi in ostalimi celicami, ki tvorijo epitelij, je plast 
imenovana notranja mukozna plast, za to plastjo pa se nahaja zunanja mukozna plast. 
Poleg enterocitov, ki v večji meri sestavljajo epitelij, so še različni tipi celic s specifično 
sekretorno funkcijo. Čašaste (angl. »goblet«) celice so specializirane za izločanje 
sestavin, ki gradijo mukozno plast. Enteroendokrine celice izločajo peptidne hormone. 
Vrsta sekretornih celic v črevesnem epiteliju so Panethove celice, ki vsebujejo velike 
količine sekretornih zrnc napolnjenih s protimikrobnimi učinkovinami. Ime so dobile po 
avstrijskemu fiziologu imenovanemu Joseph Paneth (Antoni in sod., 2014). Med IEC 
spadajo tudi krtačaste celice, matične celice, celice M in prehodne celice, ki se 
preoblikujejo v odrasle tipe IEC (Slika 1) (Okumura in Takeda, 2016). 
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Slika 1: Celice črevesne sluznice (prirejeno po Okumura in Takeda, 2016) 
2.1.1.2 Intraepitelijski limfociti 
Pomembno vlogo pri vzdrževanju črevesne homeostaze imajo limfociti T, ki so 
neposredno povezani z enterociti. Intraepitelijski limfociti (v nadaljevanju IEL) so 
specifični limfociti T, ki se nahajajo pod IEC na bazalni strani epitelija.  
 
IEL so specifične T celice, ki so sestavljene iz antigen predstavljajočih podenot in imajo 
T- celični receptor gama/delta (TCRγδ) ali TCR alfa/beta (TCRαβ), vendar tega redkeje. 
Razdelimo jih na dve populaciji, naravni in inducirani IEL. Naravni IEL, ki so bili 
podvrženi alternativni selekciji z lastnimi antigeni, ter so se diferencirali v dvojno 
negativne TCRγδ+ ali TCRαβ+ celice iz trojno pozitivnih (CD4+ CD8αβ+ CD8αα+) 
celic v timusu, neposredno migrirajo v črevesni epitelij. IEL, ki pa so šli skozi 
konvencionalno selekcijo v timusu in so se diferencirali v naivne CD4+ ali CD8αβ+ T 
celice, so aktivirani na mezenteričnih bezgavkah ali Peyerjevih plošcicah, ko sprejmejo 
peptide histokompatibilnega kompleksa razreda I (MHC I) in peptide MHC razreda II 
(MHC II), nato pa se preselijo v črevesni epitelij. Inducirani IEL vključujejo CD4+, 
CD8αβ+ in CD8α+β- TCRαβ+ celice. Homodimer CD8αα je marker za aktivacijo T-
celic. Izražen je na večini IEL in večinoma deluje kot TCR korepresor. TCRγδ+ IEL 
lahko v primeru vnetja izloča interferon gama (IFN-γ) in tumor nekrozni faktor (TNF). 
S tem zaščiti črevesno sluznico pred patogeni in sproži vnetne procese. TCRγδ+ IEL pa 
lahko tudi migrirajo v lamino proprio (Sun in sod., 2015). 
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2.1.1.3 Tkivno rezidenčni spominski limfociti T (TRM) 
Tkivno rezidenčni limfociti (TRL) so v glavnem prisotni v tkivih, ki so obdana s 
pregrado, kot so pluča, črevesje in koža. TRL nastopijo v prvi vrsti kot obramba, ki ščiti 
tkivo pred poškodbami. TRL so dolgo živeči, poleg tega pa imajo tudi zmožnost lastne 
obnovitve. Njihova funkcija je zaznavanje mikrobnih produktov, citokinov, ter ostalih 
vnetnih produktov. Na signal se odzivajo hitro z izločanjem snovi, ki zaščitijo tkivo. Ta 
specializirana tkivno rezidenčna podskupina limfocitov zajema prirojeni in adaptivni 
imunski sistem. Vključuje prirojene limfoidne celice (ILC), nekonvencionalne T celice 
(npr. NKT, MAIT, γδ T celice in CD8αα+ IEL) in tkivno rezidenčne spominske 
limfocite T (TRM ) (Fan in Rudensky, 2016). 
 
Tkivno rezidenčni spominski limfociti T se nahajajo v epitelijskih tkivih kot so 
gastrointestinalni trakt, dihalni trak, reproduktivni trakt in koža. Tkivno rezidenčni 
spominski limfociti T se lahko hitro odzovejo na patogene. Tako posredujejo hitro 
obrambo, ki je znak adaptivnega imunskega spomina. Vendar pa TRM niso le 
spominske T celice na slučajni lokaciji, ampak imajo transkripcijski program, ki jih 
ločuje od centralnih spominskih celic (TCM) ter efektorskih spominskih celic (TEM). 
TCM izražajo kemokinski receptor CCR7 in selektin CD62L, ki jim omogoča, da 
dosežejo in vstopijo iz krvi v limfne vozle. TEM izražajo nizke ravni CCR7 in CD62L, 
vendar imajo receptorje, ki jim omogočajo dostop do periferne krvi in posledično do 
kože, ter α4β7 integrin, ki jim omogoča dostop do črevesja (Park in Kupper, 2015). 
 
Za tkivno rezidenčne spominske limfocite T je torej značilna njihova nezmožnost 
ponovnega kroženja med tkivom, bezgavkami in krvjo. Glikoprotein CD69 je marker 
tkivno rezidenčnih spominskih limfocitov T, vendar pa se lahko izraža tudi na limfocitih 
T, ki so se nedavno aktivirali v bezgavkah. Vendar je večina tkivno rezidenčnih 
spominskih limfocitov T v tkivih v mirovanju, zato se zdi, da CD69 sodeluje pri 
zadržanju teh celic v perifernem tkivu, kar vključuje manjše izražanje G proteinskega 
receptorja za sfingozin 1 fosfat. Drugi marker, ki je prav tako značilen za TRM 
limfocite T je integrin CD103 (znan tudi kot αE, ki se pari z β7), vendar pa bolj 
prevladuje na CD8 kot na CD4 TRM. CD103 je ligand E-kadherina – adhezijske 
molekule, izražene na epitelijskih celicah. Njegova funkcija še ni popolnoma raziskana. 
Park in Kupper, 2015 menita, da je CD103 marker diferenciacije TRM bolj kot pa, da 
ima funkcijo ohranjanja TRM v tkivu.  
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2.1.2 Lamina propria 
Pod epitelijem črevesne sluznice je plast, ki se imenuje lamina propria (Slika 2). V tej 
plasti se nahajajo številne mieloidne in limfoidne celice. Komunikacija s pomočjo 
celičnih povezav ali pa s pomočjo izločanja citokinov regulira črevesni imunski sistem. 
V tem sloju so številne celice T pomagalke, ki so v večini primerov ali efektorske ali pa 
spominski limfociti T. Aktivnost in številčnost efektorskih T celic, kot so celice T 
pomagalke 1 (Th1) in celice Th17, je regulirana z različnimi mehanizmi s pomočjo 
regulatornih limfocitov T (Treg). Treg izločajo interlevkin 10 (IL-10) - TGF-β ter druge 
površinske regulatorne molekule kot je citotoksičen limfocitni antigena 4 (CTLA-4 oz. 
CD152), ki zmanjšajo produkcijo Th1 in Th17 citokinov ter regulirajo aktivacijo 
črevesnih mieloidnih celic (Okumura in Takeda, 2016). 
 
Th17 celice so podskupina T celic, za katero je značilna proizvodnja velikih količin IL-
17A, IL-17F, IL-21 in IL-22. Inducirane so s kombinacijo IL-6 in TGF-β, njihova 
množitev pa spodbuja IL-23. V primerjavi z zdravimi osebami je bila odkrita visoka 
koncentracija IL-17A pri bolnikih s CB in UK (Zhang in Li, 2014). Poleg tega so Th17 
celice pomemben vir IL-21, ki je povezan z IL-2 citokinom, pri katerem je ekspresija 
gena povišana v vnetni sluznici pri bolnikih s KVČB (Zhang in Li, 2014). 
 
Lamina propria je torej del črevesne sluznice, v kateri se odvijajo signalne kaskade. 
Porušitev homeostaze, katero vzdržujejo celice imunskega sistema, vodi v razvoj 
kronične vnetne črevesne bolezni, vnetij in tudi tumorja. V prvi vrsti obrambe proti 
patogenom se odzivajo nevtrofilci, ki so del prirojenega oz. naravnega imunskega 
odziva. Ti poskušajo odstraniti patogene s fagocitozo. Makrofagi, dendritične celice 
(DC) in prirojene limfoidne celice (ILC) po zaznavi antigenov prično izločati citokine 
ali kemokine v namen uravnavanja vnetnega odziva. Izločanje IL-4 in IL-13 inducira 
nekatere regulatorne celice (npr. alternativno aktivirane makrofage - M2). M2 celice, ki 
so del prirojene imunosti, izločajo IL-10, kar sproži inhibicijo efektorskih limfocitov T. 
Proizvajajo pa tudi transformirajoči rastni faktor beta (TGF-β), ki spodbuja Treg. 
Diferenciacijo Treg lahko uravnavajo tudi DC z izločanjem TGF-β-RA (TGF-β povezan 
z retinoično kislino). Primarne regulatorne celice zavirajo diferenciacijo in proliferacijo 
efektorskih T celic z izločanjem IL-10 in TGF-β ali izražanjem citotoksičnega 
limfocitnega antigena 4 (CTLA-4 oz. CD152). Protivnetno funkcijo imajo tudi 
regulatorne T celice tipa 1 (Tr1), ki proizvajajo IL-10. Poleg tega imajo celice T 
pomagalke tipa 3 (Th3), regulatorne B celice in IEL sposobnost zaviranja prekomernih 
odzivov Th1 in Th17 s proizvodnjo IL-10 in TGF-β (Slika 2). Vse te imunske 
regulatorne celice skupaj z medsebojnimi interakcijami vzdržujejo homeostazo v 
črevesni sluznici (Sun in sod., 2015). 
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Slika 2: Mikrobiota in regulatorne imunske celice v črevesni sluznici (prirejeno po Sun in sod., 2015) 
2.1.3 Peyerjeve plošče 
Limfatično tkivo črevesja je sestavljeno iz samostojnih in agregiranih limfoidnih 
foliklov in je eden največjih limfoidnih organov, ki vsebuje do 70 % vseh imunskih 
celic. Peyerjeve plošče so sestavljene iz agregiranih limfoidnih foliklov, ki jih obdaja 
poseben epitelij. S folikli povezan epitelij ločuje peyerjevo ploščo od luminalnega 
okolja (Slika 2). Celice, ki sestavljajo peyerjeve plošče so DC, limfociti T, limfociti B 
in makrofagi. Med mononuklearnimi celicami, ki so sestavni del peyerjevih plošč so 
bolj pogoste CD4+/CD25+ (10 %) in CD8+/CD25+ (5 %) celice v primerjavi z 
odstotkom mononuklearnih celic v periferni krvi (Jung in sod., 2010). Pomemben 
sestavni del peyerjevih plošč so celice M, ki gradijo epitelij peyerjeve plošče. Celice M 
imajo funkcijo požiranja zunajceličnega materiala. Celice M med drugimi izražajo tudi 
IgA receptorje, kateri se vežejo na bakterije, ki so bile že predhodno povezane z IgA. 
Peyerjeve plošče imajo na splošno torej funkcijo zajemanja tujih delcev, njihovega 
nadzora in uničenja (Jung in sod., 2010). 
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2.2 SLUZNIČNI IMUNSKI ODZIV 
Za vzpostavitev homeostaze v črevesni sluznici je pomembno dobro sodelovanje med 
prirojeno oz. naravno in pridobljeno oz. specifično imunostjo. Porušitev te dobro 
nadzorovane uravnoteženosti povzroči motnje delovanja črevesja, kot so KVČB, 
alergija na hrano, izpostavljenost nalezljivim boleznim, diarejo in celo raka (Sun in 
sod., 2015).  
 
Črevesno sluznico gradijo različni tipi celic, ki jih razdelimo v grobem na tri dele. 
Intestinalne epitelne celice – IEC so celice, ki gradijo epitelij. Poznamo pa še celice, ki 
so del naravne imunosti ter celice, ki so del specifične imunosti (Slika 1). Komunikacija 
med temi celicami in primeren sluznični imunski odziv je torej ključnega pomena za 
homeostazo v črevesni sluznici (Okumura in Takeda, 2016).  
 
Kadar epitelij črevesne sluznice popusti oz. so bili patogeni sposobni premagati bariero, 
je potreben hiter in primeren naravni imunski odziv, kateremu sledi patogensko 
specifičen imunski odziv (Kinnebrew in Pamer, 2012). 
 
2.2.1 Naravna imunost 
Prirojen oziroma naravni imunski odziv predstavlja našo prvo obrambno linijo proti 
patogenom. Je nespecifičen, kar omogoča telesu, da se v nekaj minutah ali urah odzove 
na dražljaje. Prirojen imunski odziv vključuje veliko različnih vrst celic, vključno z 
epitelijskimi celicami, nevtrofilci, dendritičnimi celicami, monociti, makrofagi in 
celicami naravnimi ubijalkami. Ta oblika imunskega odziva se sproži s prepoznavanjem 
mikrobnih antigenov, ki jih posredujejo receptorji za prepoznavanje molekularnih 
vzorcev PRR (angl. pattern recognition receptors). Pri tem ključne molekule, ki so jih 
sposobni prepoznati PRR so PAMP. PAMP so različni molekulski motivi patogenih 
organizmov (Zhang in Li, 2014). 
2.2.1.1 Receptorji PRR 
Celični receptorji, ki so del naravne imunosti in so pomembni pri obrambi proti 
črevesnim patogenom, so TLR (angl. Toll-like receptors), NLR (angl. Nod-like 
receptors) in CLR (angl. C-type lectin receptors) (Kinnebrew in Pamer, 2012). Na 
splošno jih opredeljujemo kot PRR receptorje. Aktivacija teh vodi v spodbuditev 
antimikrobnih snovi, sekrecije citokinov in kemokinov, itd. Signalna kaskada se sproži 
v primeru vezave ustrezne molekule na PRR. Nedavne študije so pokazale, da se 
vedenje celic, katere so del prirojene imunosti ter izražanje in delovanje PRR, bistveno 
spremeni pri posameznikih s KVČB (Zhang in Li, 2014). 
2.2.1.1.1 Receptorji TLR  
TLR so bolje opredeljeno evolucijsko ohranjeni receptorji za prepoznavo mikrobov, 
kateri lahko zaznajo njihove lipide, beljakovine in nukleinske kisline. TLR so 
membranski receptorji, bodisi nameščeni na površini celice bodisi znotraj endosomov. 
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Sestavljeni so iz domene LRR (angl. N-terminal leucine-rich repeat domains), 
transmembranskega dela in citoplazemsko C-terminalno domeno TIR (angl. Toll 
interleukin-1 receptor). Vezava TLR pritegne vezavne proteine, ki vsebujejo TIR, in 
sproži signalizacijsko kaskado. Vezavni proteini, specifični za določene TLR, 
narekujejo vrsto odziva, ki nastane na osnovi različne transkripcijske aktivacije 
(Kinnebrew in Pamer, 2012). 
2.2.1.2 Antigen predstavljajoče celice (APC) 
Antigen predstavljajoče celice (APC) preko PRR receptorjev torej prepoznajo tujek. 
Temu sledi fagocitoza tujkov in izločanje vnetnih citokinov. Citokini v vneto tkivo 
privabljajo levkocite iz krvi. V primeru zadostne aktivacije se makrofagi pomaknejo po 
limfnih žilah do bezgavk, kjer začno peptide iz razgrajenih tujkov v njihovi notranjosti 
povezovati z MHC II. Šele potem sledi specifičen imunski odziv (slika 3). 
 
 
Slika 3: Primer predstavitve peptida (povezanega v kompleks HLA-peptid) limfocitu T oz. 
njegovemu celičnemu receptorju TCR s kostimulatornimi signali 
Prikazana je T celična aktivacija s tremi signali. Prvi signal vključuje TCR na APC. Drugi signal je 
kostimulatorni signal, ki se sproži s povezavo CD80 in CD86 na površini APC s CD28 na limfocitu T. Ta 
dva signala skupaj aktivirata transdukcijsko pot, kar nadalje sproži proizvodnjo različnih faktorjev. 
(Prirejeno po Snanoudj in sod., 2007). 
 
DC in drugi mononuklearni fagociti gosto naseljujejo črevesno lamino proprio, ki tvori 
obsežno mrežo za zaznavanje mikrobov. DC zlasti v tankem črevesju v primerjavi z 
drugimi celicami, v veliki meri izražajo raznolik repertoar TLR. Aktivacija signalizacije 
prirojene imunosti v DC spodbuja izločanje citokinov in kemokinov ter povzroči 
migracijo DC v mezenterične bezgavke. Lokalno izločanje citokinov iz DC inducirajo 
mikrobi. To nadalje služi za stimulacijo in koordinacijo protimikrobne aktivnosti tkivno 
rezidenčnih celic, in tudi migracijo DC v črevesno sluznico, kar sproži odziv specifične 
imunosti (Kinnebrew in Pamer, 2012). 
 
Znani sta dve različni liniji DC, ki izvirata iz monocitov. Obe vrsti DC imata različno 
funkcijo in izvirata iz različnih mieloidnih celic. CD103+ DC se štejejo za tolerogene. 
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CD103+ DC inducirajo razvoj Treg s proizvodnjo visoke koncentracije retinoične 
kisline in TGF-β. Pri zaznavanju mikrobov preko TLR CD103+ DC migrirajo v 
mezenterične bezgavke k primarnim naivnim limfocitom T. V nasprotju z njimi imajo 
CX3CR1+ sposobnost razširiti svoje izrastke oz. dendrite skozi tesne povezave IEC, v 
namen zaznavanja luminalne vsebine. Namen te aktivnosti ni povsem jasen, vendar 
nedavni dokazi kažejo, da so CX3CR1+ odgovorni za spodbujanje proliferacije in 
usmerjanje supresivne aktivnosti Treg, ki so se prej aktivirali, vendar so se preselili v 
lamino proprio. Poleg tega so te celice odgovorne za nastanek citokinov IL-23 in TNF-α 
pri sprožitvi KVČB (Kinnebrew in Pamer, 2012). Poznamo pa še tretjo vrsto 
dendritičnih celic, ki se imenujejo plazmacitoidne dendritične celice (pDC). Njihova 
funkcija je produkcija velikih količin interferona tipa 1. Lahko se diferencirajo v antigen 
predstavljajoče DC (Okumura in Takeda, 2016). 
 
Podobno funkcijo kot DC imajo tudi makrofagi. Makrofagi so APC celice prirojene 
imunosti, katere prve nastopijo pri obrambi. Celice v prvi vrsti prepoznajo tujke in jih 
nato fagocitirajo. Požirajo pa poleg tujih celic še lastne celice, ki so v fazi apoptoze. 
Vloga požiranja tujkov je predvsem ta, da se le ti primerno razgradijo in preko 
receptorjev predstavijo celicam T pomagalkam. S tem se sproži specifični imunski 
odziv, ta pa vključuje nastanek protiteles in citotoksičnih limfocitov T usmerjenih proti 
antigenom. Prepoznavanje bakterijskih molekul se prične z receptorji TLR. Makrofagi 
se po tej vezavi aktivirajo in prično izločati citokine ter kemokine (Aristizábal in 
González, 2013). 
 
2.2.2 Specifična imunost 
Do specifičnega imunskega odziva pride ob prisotnosti patogena, vendar šele takrat, ko 
celice naravne imunosti posredujejo informacijo. Specifična imunost se razvije šele 
nekaj dni po začetku okužbe, ker v prvi vrsti APC predstavljajo antigene limfocitom, 
šele nato pa sledi proliferacija in diferenciacija limfocitov B in T. Nosilci pridobljene 
imunosti so torej limfociti B in limfociti T. Kadar ob aktivaciji limfocitov B nastane 
protitelesni odziv, govorimo o humoralni imunosti. Poznamo še celično posredovano 
imunost pri kateri sodelujejo limfociti T. Pri raziskavi se bomo osredotočili predvsem 
na limfocite T. Značilnost specifičnega imunskega odziva v grobem je torej spoznanje 
antigenov, nastanek protiteles, efektorskih celic ter imunski spomin (Skale, 2014). 
2.2.2.1 Limfociti T 
Limfocitne populacije prepoznavamo po tem, da izražajo glikoprotein CD3. CD3 je del 
T celičnega receptorskega kompleksa, ki je sestavljen iz alfa/beta verige T celičnega 
receptorja (TCR), oz. gama/delta verige TCR ter CD3 kompleksa (Ruiz - Argüelles, 
2013). 
 
Limfociti T nastajajo v kostnem mozgu. Nadalje poteka zorenje in diferenciacija v 
timusu, kjer se na membrano limfocitov T vključi receptor za antigen TCR. Predniki 
limfocitov T, ki pridejo v timus iz kostnega mozga in se začnejo hitro razmnoževati, se 
v tem stadiju imenujejo timociti (Skale, 2014). Pred vezavo TCR na timocite, so ti še 
vedno CD4 in CD8 negativni. Selekcija v timusu poteka tako, da preživijo celice, ki so 
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vezale antigen z MHC. Preživijo torej celice s TCR, ki so CD4+ in CD8+. Odziv 
limfocitov se opredeli glede na vezavo molekule MHC I ali MHC II. Celice, katere so 
močno vezale lasten antigen, odmrejo. Pri prepoznavi antigena je nujna vezava TCR z 
MHC (Vozelj, 2000).  
 
MHC je znan tudi kot humani levkocitni antigen (HLA). HLA lahko sestavljajo tri 
regije, označene kot razred I, razred II in razred III. Glavna funkcija HLA razreda I 
(HLA-A, -B in -C) je predstavitev endogenih peptidov odzivnim citotoksičnim 
limfocitom T, medtem ko imajo molekule HLA-DR, -DP in -DQ, ki spadajo pod razred 
II, omejeno izražanje ter producirajo peptide za predstavitev celicam T pomagalkam. 
HLA razreda III pa imajo gene, ki kodirajo imunske regulatorne molekule, npr. TNF, ter 
ostale faktorje (Cano in Lopera, 2013). HLA-DR smo v raziskavi uporabili kot marker 
aktiviranih limfocitov T. 
 
Poznamo dve obliki efektorskih limfocitov T in sicer citotoksične limfocite T (Tc – 
angl. cytotoxic T cells) in celice T pomagalke (Th – angl. helper T cells) (Skale, 2014). 
Citotoksični limfociti T na svoji površini izražajo CD8, to je receptor za molekule MHC 
I. CD4 je proteinski receptor na površini celic T pomagalk, ki se povezuje z molekulami 
MHC II. Obe skupini T limfocitov vsebujeta številne celične podvrste. Naivni limfociti 
T so kot že omenjeno tisti, ki še niso prišli v stik z antigenom. Spominske celice T so 
lahko CD4 ali pa CD8. Poznamo še efektorske oziroma aktivirane T limfocite in 
represorske oziroma regulatorne T limfocite. 
2.2.2.1.1 Aktivacija limfocitov T 
Komplekse MHC so torej sposobni prepoznati limfociti T, s svojimi na površino 
vezanimi receptorji za prepoznavo le teh. Povezujejo se z antigen predstavljajočimi 
celicami na katerih s svojim antigenskim receptorjem (TCR) prepoznajo peptid, ki ga 
predstavlja molekula MHC. Limfociti T se pri tem aktivirajo. Aktivacija limfocitov T 
pomeni prvo stopnjo antigensko specifičnega imunskega odziva.  
 
Celice, ki še niso prišle v stik z antigenom so naivne celice T. Tiste, ki srečajo antigen 
vezan na površini APC, se množično delijo in diferencirajo v efektorske celice, katere 
izločajo vnetne citokine. Popolna aktivacija celic T, ki vodi do proliferacije in izločanja 
citokinov, zahteva dva ločena signala. Ena signalna pot je omogočena s povezavo TCR 
z MHC na površini APC, do sprožitve druge signalne poti pa pride zaradi interakcije 
CD28 receptorja T celic z B7-ligandi na površini APC. Signalizacija, ki se sproži z 
interakcijo CD28 in TCR, vodi v aktivacijo protein kinazne kaskade, produkcije 
sekundarnih sporočevalcev in aktivacije določenih transkripcijskih faktorjev (Cuddapah 
in sod., 2016). 
 
Odvisno od vrste okužbe in citokinov v okolju, lahko efektorske T celice izločajo 
specifične citokine, ki pomagajo aktivirati druge komponente imunskega sistema in tako 
odstranijo okužbo. V prisotnosti IL-12 signaliziranja se T celice diferencirajo v celice 
pomagalke Th1, katere izražajo IFN-γ. Signalizacija z IL-4 vodi do generacije Th2 
celic, ki izražajo IL-4, IL-5 in IL-13. TGF-β in IL-6 sta ključna za diferenciacijo 
limfocitov T v Th17, kateri izražajo IL-17, in v inducirane regulatorne limfocite T 
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(iTreg), kateri so karakterizirani kot FoxP3 z ekspresijo transkripcijskega faktorja 
FoxP3. Th1 celice so pomembne pri uničevanju znotrajceličnih patogenov. Th2 in Th17 
celice so odgovorne za zunajcelične parazite. Treg so vključene v regulacijo imunskega 
odziva. Kadar okužba ni več prisotna se večina efektorskih celic izloči z apoptozo. 
Celice, ki ostanejo se diferencirajo v spominske celice iz naivnih limfocitov. Spominske 
celice se ob naslednji prepoznavi enakega antigena odzovejo zelo hitro. Aktivacija T 
celic se lahko pojavi v dveh različnih situacijah. V primeru aktivacije naivnih celic, ki 
še niso srečale antigena, aktivacija povzroči proliferacijo in pogosto proizvodnjo IL-2 
ter kasneje diferenciacijo v efektorske celice, katere proizvajajo različne citokine npr. 
IFN-γ in IL-4. V primeru aktivacije spominskih celic pa se proizvodnja citokinov prične 
veliko hitreje (Cuddapah in sod., 2016). 
2.2.2.1.1.1 Aktivacija celic T pomagalk 
Celica Th s CD4 prepozna molekulo MHC II. Če celica s TCR prepozna tuj peptid 
vezan z MHC II, se v njej aktivirajo geni za sintezo citokinov. Pogost citokin je IL-2, ki 
deluje na limfocite B, citotoksične limfocite T, pa tudi povratno na celice T pomagalke. 
Molekula IL-2 hitro razpada, poleg tega pa se veže na celice z visoko afiniteto za IL-2. 
Učinkuje tako, da pospeši razmnoževanje celic v neposredni bližini aktivirane CD4. 
Funkcija tega je, da se aktivirajo samo celice, ki sodelujejo pri imunskem odzivu. 
Celice, ki se odzivajo na druge antigene se ne aktivirajo (Kraigher, Ihan in Avčin, 
2011). 
2.2.2.1.1.2 Aktivacija citotoksičnih limfocitov T 
Mehanizem prepoznavanja telesu tujih snovi je podoben pri Tc. Ti z razliko od CD4 
celic prepoznavajo molekule MHC I s CD8 receptorjem. Ko je ta vezava vzpostavljena, 
lahko Tc s TCR prepozna tuj peptid v kompleksu z MHC I. Temu sledi aktivacija 
sinteze receptorjev za IL-2. IL-2 izločajo aktivirane celice Th, prepoznavajo pa ga Tc. 
Receptor za IL-2 (IL2R) pomeni izražanje CD25, ki je alfa podenota IL2 receptorja. 
Kadar je v okolici dovolj IL-2 se ta afinitetno veže s Tc, kateri začno izločati 
citotoksična zrna proti tarči. Tarče so celice, ki vsebujejo tuje peptide. Podoben 
mehanizem imajo tudi celice NK, vendar se te na tujke ne vežejo z antigenskimi 
receptorji (Kraigher, Ihan in Avčin, 2011). 
 
Za aktivacijo limfocitov so ključne kostimulatorne molekule CD28. Glede na ekspresijo 
CD28 ločujemo Tc na CD8+CD28+ in CD8+CD28-. CD8+CD28- celice opredeljujejo 
tudi kot supresorske celice T (Ts), ki regulirajo odzivnost drugih imunskih celic (Dai in 
sod., 2012). Ts lahko modulirajo funkcijo APC s povečanjem ekspresije inhibitornih 
receptorjev ali zaviranjem ekspresije kostimulatornih molekul na teh celicah. Ts celice 
lahko tudi zavirajo proliferacijo CD4+ ter odgovor spominskih CD4+ celic (Yarde in 
sod., 2014). Ts so povišane, kadar gre za večkratno stimulacijo.  
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2.2.2.1.2 Regulatorni limfociti T 
Znanih je več podvrst regulatornih celic opredeljenih kot CD4 ali CD8. Regulatorni 
limfociti T imajo pomembno funkcijo pri imunskemu odzivu (Švajger in Jeras, 2009). 
Pri raziskavi smo se osredotočili na regulatorne T celice, katere izražajo 
CD4+CD25+FoxP3+, v nadaljevanju Treg. Treg predstavljajo do 6 % CD4+ celic v 
periferiji pri zdravih odraslih prostovoljcih. Prisotni so tudi v črevesni lamini proprii 
(Guidi in sod., 2013). Treg izražajo zelo malo ali nič CD127 na celični površini. Večina 
študij dandanes predlaga identifikacijo Treg kot CD25+ CD127low fenotip (Pedros in 
sod. 2016). CD127 je v obratnem sorazmerju z ekspresijo FoxP3 ter inhibitorno 
funkcijo celic CD4+ Treg (Rabe in sod., 2014). Treg nastajajo v priželjcu oz. timusu, 
njihova glavna funkcija pa je prepoznavanje organizmu lastnih antigenov v periferiji. 
Treg so pomembne torej za toleranco lastnih antigenov ter imunsko homeostazo 
(Švajger in Jeras, 2009). V črevesni lamini proprii Treg ohranjajo homeostazo tako, da 
delujejo supresivno na efektorske T celice. Proizvajajo IL-10 in oz. ali TGF-β ter 
izražajo citotoksični T limfocitni antigen (CTLA-4 oz. CD152) in s tem preprečujejo 
vnetje črevesja. V okolju, kjer so višje količine TGF-β lahko Treg inducirajo 
CD4+CD25- T celice v celice, ki producirajo IL-17, poleg tega se lahko Treg v takšnem 
okolju same preoblikujejo v Th17 celice. (Sun in sod., 2015). 
2.2.2.1.2.1 Transkripcijski faktor FoxP3 
FoxP3 je pomemben transkripcijski faktor. Okvara gena za FoxP3 vodi v zmanjšanje 
števila celic Treg, kar pa vodi v huda avtoimunska obolenja. Treg delujejo kot 
imunosupresorji (Švajger in Jeras, 2009). FoxP3 je tudi unikaten marker, ki ga izražajo 
CD4+CD25+ celice. S pomočjo izražanja transkripcijskega faktorja FoxP3 lahko 
določimo celice kot Treg. FoxP3 pa je tudi ključen regulatorni gen, ki določa izvor in 
funkcijo Treg. Izražanje FoxP3 je ključnega pomena za supresivno funkcijo Treg. 
Pomankanje tega gena vodi do avtoimunskih bolezni. Zanimivo je tudi, da tretiranje 
CD4+CD25- T limfocitov s FoxP3, spodbudi delovanje teh celic, da se vedejo kot da bi 
bile Treg. Takšne celice se lahko obnašajo kot supresorske in posledično zavirajo med 
drugim tudi nastanek KVČB (Sun in sod., 2015).  
 
Foxp3+ Treg lahko delimo na dve skupini in sicer na Treg, ki izvirajo iz timusa in so 
generirani v timusu (tTreg), ter na periferno inducirane Treg (pTreg), ki so lahko 
inducirani iz naivnih CD4 celic v periferiji. tTreg nastajajo iz prekurzorjev, ki izražajo 
TCR z visoko afiniteto za avtoantigene. Posledično je afiniteta TCR tTreg za 
avtoantigene višja kot pri Teff. Teff so aktivirane efektorske T celice, ki tudi izražajo 
CD25, vendar je raven izražanja CD127 pri teh nekoliko višja. Raziskave so pokazale, 
da pri miših pomanjkanje IL-2 spodbuja kolitis. IL-2 je ključni citokin za razvoj in 
periferno vzdrževanje tTregs. tTreg so primarno odgovorni za nadzor avtoimunskih 
odzivov, medtem ko naj bi bila glavna funkcija pTreg preprečitev imunskega odziva 
proti komensalnim in prehranskim antigenom (Pedros in sod. 2016). Če povzamemo 
tTreg torej nastajajo v timusu v prisotnosti IL-2, medtem ko pTreg nastajajo torej v 
priferiji iz Foxp3-CD25-CD4+ celic v prisotnosti TGF-β in retinoične kisline (Sun in 
sod., 2015).  
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2.3 DRUŽINA TNF 
Tumor nekrozni faktor (TNF) sodeluje oziroma povzroča biološke procese kot so 
celična aktivacija, proliferacija, citotoksičnost in apoptoza celic. Deluje tudi kot 
pomemben zaščitni faktor gastrointestinalnega trakta za vzpostavitev homeostaze po 
poškodbi in vnetju (Dubé in sod., 2015). TNF je opredeljen kot 26-kDa veliki 
membranski protein, katerega encim TNF-α konvertaza cepi tako, da nastaneta dva dela 
– topen 17kDa velik protein in na membrano vezan protein. Ti dve obliki sta bioaktivni 
in signalizirata preko dveh strukturno različnih membranskih receptorjev TNFR1 in 
TNFR2. Aktivacija teh dveh receptorjev, enega ali drugega, sproži različne ali pa 
prekrivajoče se znotrajcelične signalne poti. Signalizacija se prične z receptorji TNFR1 
ali TNFR2. Usoda celice ali bo preživela ali pa šla v apoptozo je odvisna od tega katera 
signalna pot se bo prej zaključila. TNF-α deluje preko obeh transmembranskih 
receptorjev. Vezava TNF-α s TNFR1 inducira apoptozo celice in vodi do aktivacije 
transkripcijskih faktorjev, ki sodelujejo pri celičnem preživetju ter vnetnemu odzivu, 
sproži pa tudi aktivacijo kaspaze s TNFR povezano domeno smrti in FAS povezano 
domeno smrti proteinov. TNF-α se prav tako veže s TNFR2, vendar pa učinek na tarčne 
celice na površini aktiviranih imunskih celicah vezan TNF-α izraža v glavnem v 
povezavi s TNFR1. Zaradi teh mehanizmov delovanja postaja TNF-α glavna tarča za 
zdravljenje KVČB (Liang in sod., 2013). 
 
TNFR1 je povsod izražen v manjši meri z nekaj sto vezavnimi mesti na celico. Izražanje 
TNFR2 je močno regulirano. Nahaja se predvsem na celicah imunskega sistema, pa tudi 
na endotelijskih in nevroloških tkivih. Medtem ko lahko TNFR1 v celoti aktivira obe 
obliki TNF, TNFR2 učinkovito aktivira le mTNF, kljub temu, da ima visoko afiniteto za 
vezavo s sTNF. Signalizacija, ki jo posreduje mTNF, poteka preko medceličnih stikov, 
medtem ko ima sTNF parakrino in sistemsko funkcijo preko TNFR1. Ko sta aktivirana 
oba TNFR se sproži različna, a deloma prekrivajoča se signalna pot. TNFR1 sproži 
močno signalizacijo z NFκB in učinkovito aktivacijo kaspaz preko svoje citoplazemske 
domene smrti. Prav tako je sposoben sprožiti nekrotično in nekroptotično signalizacijo, 
ki končno vodi k celični smrti. V nasprotju s tem TNFR2, ki nima domene smrti, zaščiti 
celico s pomočjo klasičnih in neklasičnih NFκB poti. Tako TNFR1 in TNFR2 sta 
sposobna prenašati nasprotne signale, pri čemer je TNFR2 sposoben zatreti 
proinflamatorne odzive, ki jih povzroča TNFR1(Liang in sod., 2013).  
 
Funkcija TNFR2, neodvisna od TNFR1, je bila dokazana v limfocitih T, ki kažejo na 
pomembnost TNFR2 za antigensko aktivacijo, proliferacijo in preživetje. Dokazana je 
bila tudi vloga signalizacije TNFR2 pri selektivnem ubijanju avtoreaktivnih limfocitov 
T celic in spodbujanju regulatorne funkcije limfocitov T ter njihove ekspanzije. Zaradi 
tega je lahko tudi tolergenost mTNF rezultat TNFR2. Pomembnost diferencialne 
signalizacije (preko TNFR1 in TNFR2 pri uravnavanju specifičnih imunskih odzivov) 
je potencialna tarča za izboljšanje terapij z zaviralci TNF in zahteva podrobnejše 
razumevanje diferencialne odzivnosti teh dveh TNFR-jev s sTNF (Richter in sod., 
2012). 
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2.3.1 Tumor nekrozni faktor alfa (TNF-α) 
TNF-α je citokin, ki ima ključno vlogo pri vnetnih procesih. Povišanje TNF-α je 
mogoče zaslediti v vnetem tkivu. Proizvajajo ga številne celice v človeškem telesu. 
Celice, ki nastajajo iz monocitov kot so makrofagi, so primarni proizvajalci TNF-α. 
Poleg makrofagov ga proizvajajo še limfociti, študije pa so potrdile, da ga lahko 
proizvajajo tudi endotelijske ter epitelijske celice (Ramseyer in sod., 2013). Ta stimulira 




Slika 4: TNF-α (povzeto po Koder, 2015) 
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2.4 KRONIČNA VNETNA ČREVESNA BOLEZEN 
Črevesje predstavlja ogromno število tujih antigenov, bodisi iz mikrobnih kolonij, 
katerih bakterije živijo v mutualističnem razmerju s človekom, ali pa gre za antigene iz 
različne hrane. Celice imunskega sistema imajo pri tem ključno funkcijo. Kronična 
vnetna črevesna bolezen (v nadaljevanju KVČB) je opredeljena kot kronično recidivno 
vnetje črevesja (Zang in Li, 2014). Gre za napako v toleranci antigenov, na katere se 
zdrava oseba ne odziva oziroma jih tolerira. Posledica tega je prekomerno vnetje v 
črevesni sluznici. KVČB je avtoimunska bolezen, ki se običajno pojavi že v mladosti. 
Sproži se kot vnetni odgovor na mikroorganizme pri gostitelju. Je doživljenjska 
bolezen, ki jo lahko spremljajo ponavljajoči zagoni in vmesne umiritve, ki pa lahko 
trajajo različno dolgo. Dejavnikov za nastanek KVČB je lahko več, govorimo o tem, da 
je bolezen multifaktorska. Obolela oseba ima genetske predispozicije, vendar pa se 
bolezen pogosteje izraža v prisotnosti primernih okoljskih dejavnikov predvsem v 
splošnem nezdravega načina življenja. Nedavne raziskave so pokazale, da so genetska 
dovzetnost posameznika, zunanje okolje, črevesna mikroflora in imunski odziv, 
vključeni in funkcionalno integrirani pri patogenezi KVČB (Zang in Li, 2014). Podatki 
kažejo, da je pogostost pojavljanja KVČB višja v razvitih državah v primerjavi z 
državami v razvoju. Koder, 2015 navaja tudi, da je porast obolelih višja v hladnejših 
krajih in manjša v toplejšem podnebju.  
 
Najpogostejši obliki KVČB sta Crohnova bolezen (CB) in ulcerozni kolitis (UK). 10–
15 % primerov pa ne moremo uvrstiti v ne eno ne drugo skupino, takrat pa govorimo o 
intermedialnem kolitisu (IK) (Koder, 2015). V naši raziskavi smo se osredotočili na CB 
in UK. CB se od UK razlikuje po tem, da lahko ta prizadene celoten gastrointestinalni 
trakt, medtem ko UK običajno prizadene le debelo črevo. Pri CB je značilno menjavanje 
zdravih in vnetih predelov sluznice, medtem ko UK spremljajo neprekinjeni vnetni 
procesi po črevesni sluznici. 
 
Pri bolnikih s KVČB je značilen napačno reguliran imunski odzivi na mikrobioto v 
črevesni sluznici. Novejše študije so pokazale, da je podtip CD4+ T celic, ki proizvajajo 
interlevkin 17 (IL-17) imenovane Th17 celice, ključnega pomena pri patogenezi KVČB. 
Nedavna odkritja so pokazala tudi, da so od RORγt (z retinoično kislino povezani 
nuklearni receptorji γt), odvisne prirojene limfoidne celice (ILCs), še en prevladujoči vir 
IL-17, ki predstavljajo tako zaščitno kot patogeno vlogo pri regulaciji vnetnih odzivov v 
črevesni sluznici. K indukciji KVČB pa prispeva tudi okvara regulatornih imunskih 
celic, ki imajo vlogo zatiranja prekomernega vnetnega odziva v črevesni sluznici (Sun 
in sod., 2015). 
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Z zdravljenjem se želi predvsem izboljšati kvaliteto življenja ter omiliti simptome, 
bolezni pa se ne da ozdraviti (Koder, 2015). Danes je znano, da se lahko patološki 
proces vnetja dogaja tudi pri klinično asimptomatskih bolnikih, zato se je cilj 
zdravljenja KVČB preusmeril v dosego »globoke« remisije (Jakopovič, 2017). KVČB 
se zdravi v prvi fazi s standardno terapijo (5-aminosalicilna kislina, kortikosteroidi, 
azatriopin, 6-merkaptopurin ali metrotreksat) (Koder, 2015). Standardno zdravljenje 
temelji na protivnetnih zdravilih. Različna zdravila se uporabljajo odvisno od težavnosti 
zagona bolezni. Za blago obliko zadoščajo 5-manimosalicilati. Pri težjih zagonih 
bolezni se uporabljajo kortikosteroidi, vendar se jih ne priporoča za daljše obdobje. V 
primeru, da je potrebno zdravljenje skozi daljše obdobje, se uporabljajo 
imunosupresivna zdravila, ki so učinkovita pri vzdrževanju remisije KVČB, ne pa tudi 
za indukcijo. Biološka zdravila so učinkovita tako za remisijo bolezni kot tudi za 
indukcijo. Uporablja se jih pri bolnikih, ki se niso odzvali na standardno terapijo oz. so 
se nanjo nezadostno odzvali ali pa imajo nanj kontraindikacije. Uporabo bioloških 
zdravil mora predhodno odobriti posebna strokovna komisija (Jakopovič, 2017). 
 
Znane so tri skupine bioloških učinkovin in sicer zaviralci TNF-α, zaviralci 
interlevkinov in zaviralci integrinov. Ustekinumab je popolnoma humanizirano 
monoklonsko protitelo IgG1K. Specifično se veže na p40, ki je skupna proteinska 
podenota človeških citokinov IL-12 in IL-23. S tem je onemogočena vezava p40 na 
receptorski protein IL12Rβ1 in zavrta aktivnost IL-12 in IL-23. Drugo zdravilo, ki 
spada pod zaviralce integrinov je vedolizumab. Vedolizumab je humanizirano 
monoklonsko protitelo, ki se veže na integrin αEβ7. Integrin αEβ7 je izražen predvsem 
na celicah T pomagalkah v črevesju. Zaradi vezave vedolizumaba se prepreči vstop 
vnetnim celicam na mesto vnetja v sluznici (Jakopovič, 2017). 
 
2.4.1.1 Zaviralci tumor nekroznega faktorja alfa 
TNF-α je bil, zaradi sprožitve obrambe na lokalno poškodbo v telesu, imenovan tudi 
kontrolni citokin oz. »požarni alarm« (Tomson in sod., 2012). Njegova koncentracija je 
znatno višja pri bolnikih s KVČB. Je vnetni citokin, zato je glavna tarča za zdravljenje. 
Za zdravljenje KVČB se uporabljajo monoklonska protitelesa s katerimi poskušajo 
preprečiti delovanje TNF-α. Najbolj pogosto uporabljeni biološki zdravili sta 
infliksimab (IFX) in adalimumab (ADA). Poznamo kar nekaj učinkovin, ki delujejo na 
TNF-α. Biološka zdravila so še certolizumab (CZP), etanercept (ETN) in golimumab 
(GOL), kateri ima podobno sestavo kot ADA in IFX (Van Schie in sod., 2016). 
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Slika 5: Strukturni prikaz različnih zaviralcev TNF-α 
S sivo so označeni humani predelki. S črno so označeni predelki mišjega izvora (Van Schie in sod., 
2016). 
 
ADA, GOL in ETN so v celoti humanega izvora, medtem ko zdravili IFX in CZP 
vsebujeta dele mišjega izvora (Slika 5). 
 
2.4.1.1.1 Adalimumab in infliximab 
Infliximab (IFX) je himerno monoklonsko protitelo, ki se veže z TNF-α in tako prepreči 
delovanje. Zdravilo je registrirano pod oznako Remicade. Podoben princip delovanja 
ima humano monoklonsko protitelo adalimumab (ADA) registrirano pod oznako 
Humira. Zdravili se ne kombinirata, lahko pa v primeru, da eno izmed njih ni 
učinkovito, poizkusimo z drugim (Koder, 2015). ADA je sestavljen humani 
imunoglobulin G1 (IgG1). Pridobivajo ga z rekombinantno tehnologijo iz ovarijske 
celice kitajskega hrčka. Ima visoko afiniteto vezave za TNF-α.  
 
2.4.1.1.2 Učinek zaviralcev TNF-α 
Zgodnejše raziskave o tem kako delujejo zaviralci TNF-α so se osredotočale predvsem 
na to, da lahko le ti nevtralizirajo topen TNF-α ali pa blokirajo TNF receptorje in 
preprečijo vezavo z ligandom. Kasnejše študije so predstavile pomembno vlogo od 
komplementa posredovane lize ali od protitelesa odvisne citotoksičnosti. Novejše 
študije pa domnevajo, da lahko blokatorji TNF-α vplivajo na znotrajcelično 
signalizacijo. Rezultat tega je pospešeno zaviranje celičnega cikla, apoptoza, zaviranje 
produkcije citokinov, ali izboljšanje delovanja celic Treg (Wong in sod., 2008). 
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2.4.1.1.3 Mehanizem delovanja zaviralcev TNF-α 
TNF je protein katerega cepi encim TNF-α konvertaza na topno obliko TNF (sTNF) in 
na transmembranski del TNF (tmTNF). sTNF in prekurzorji tmTNF se povezujejo z 
dvema TNF receptorjema, TNFR1 in TNFR2. Vezava TNFR1IR2 na podenoto TNF 
povzroči aktivacijo in sproži sintezo IL-1, IL-6, IFN-γ, celičnih adhezijskih molekul ter 
številne druge vnetne molekule. Zaviralci TNF-α delujejo na oba mehanizma (s 
transmembranskim in s topnim TNF posredovanim mehanizmom). Zaviralci TNF-α 
nevtralizirajo topen TNF. Sposobni so tudi spremeniti interakcijo transmembranskega 




Slika 6: Primer delovanja zaviralcev TNF-α (prirejeno po Dubé in sod., 2015) 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Vzorci  
Vzorci črevesne sluznice bolnikov s KVČB in kontrol so bili odvzeti na 
Kliničnem oddelku za gastroenterologijo, Univerzitetnega kliničnega centra 
Ljubljana. Limfociti izolirani iz interepitelija biopsije črevesne sluznice so bili 
shranjeni v raztopini 10 % DMSO/FBS v 1,5 mL epruvetah za zmrzovanje v 
tekočem dušiku na Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske 
fakultete Univerze v Ljubljani. Uporabili smo vzorce limfocitov izoliranih iz 
biopsij zdravega predela črevesne sluznice. 
3.1.2 Laboratorijski material 
 1,5 mL epruvete za zmrzovanje; Biologix 
 1,5 mL mikrocentrifugirne epruvete; Ependorf AG, Germany 
 14 mL in 15 mL polistirenske epruvete, TPP Techno Plastic Products AG, 
Switzerland 
 5 mL polipropilenske epruvete BD Falcon, Belgium 
 laboratorijske epruvete z možnostjo pipetiranja od 1 uL do 5 mL; Ependorf 
AG, Germany 
 nastavki za pipete: 1–10 uL, 10–100 uL, 100–1000uL in 1000–5000 uL; 
Gilson, France 
3.1.3 Laboratorijske naprave 
 vorteks Wizard z infrardečim senzorjem, Velp Scientifica, Italy 
 zmrzovalnik za ultra nizko temperaturo do –86 °C, Panasonic 
 posoda za shranjevanje v tekočem dušiku do –190 °C, CBS Custom 
BioGenic Systems, Van Dyke, Bruce Township, USA 
 centrifuga Heraeus Megafuge 1.0R, Thermo Scientific, Waltham, 
Massachusetts,USA 
 centrifuga Heraeus Megafuge 16R, Thermo Scientific, Waltham, 
Massachusetts,USA 
 pretočni citometer BD FACSCantoTM II, Becton, Dickinson and Company, 
BD Biosciences, San Jose, California, USA 
 računalnik s programsko opremo FACSDivaTM Software, Becton, Dickinson 
and Company, BD Biosciences, San Jose, California, USA 
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 1 % BSA v PBS 
 Cell Staining Buffer, BioLegend, Pacific Heights Blvd., San Diego, 
California 
 FoxP3 Perm Buffer (10×), BioLegend, Pacific Heights Blvd., San Diego, 
California 
 FoxP3 Fix/Perm Buffer (4×), BioLegend, Pacific Heights Blvd., San Diego, 
California 
3.1.4.1 Monoklonska protitelesa 
Preglednica 1: Seznam monoklonskih protiteles za analizo regulatornih limfocitov 
Monoklonsko 
Protitelo Fluorokrom Klon Volumen Proizvajalec 
CD3 V450 UCHT1 5 µL 





SK3 10 µL BD Biosciences 
CD25 APC M-A215 5 µL 
BD Pharmingen™, 
BD Biosciences 
CD127 PE HIL-7R-M21 5 µL 
BD Horizon™, BD 
Biosciences 
FoxP3 FITC 206D 10 µL BioLegen 
 
 




Protitelo Fluorokrom Klon Volumen Proizvajalec 
CD3 APC SK7 5 µL BD Biosciences 
CD8 V450 RPA-T8 5 µL 
BD Horizon™, BD 
Biosciences 
CD28 PE 1500000000 10 µL 
Miltenyi Biotec 
GmbH 




L243 10 µL BD Biosciences 
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3.2.1 Vzorci biopsij črevesne sluznice 
V raziskavo so bili vključeni bolniki s KVČB, ki so zaradi neučinkovitosti odziva na 
standardno terapijo (5-aminosalicilna kislina, kortikosteroide, azatriopin, 6-
merkaptopurin ali metrotreksat), prejeli zaviralce TNF-α. Vsem so bili odvzeti vzorci 
črevesne sluznice pred in po treh mesecih zdravljenja. Za primerjavo smo vključili tudi 
10 zdravih oseb oziroma kontrol. 
Sodelovalo je 30 bolnikov, od tega 13 moških in 17 žensk. 16 bolnikov je bilo 
diagnosticiranih kot bolniki s CB, 14 pa kot bolniki z UK. 
Zaradi različnih razlogov (odstopa nekaterih bolnikov iz raziskave, premajhno št. celic v 
vzorcu, odsotnosti zdravega predela sluznice, itd.), smo v analizo vključili končno 26 
bolnikov. 11 z ulceroznim kolitisom in 15 s Crohnovo boleznijo. Vse vzorce smo 
analizirali pred in po terapiji. V analizo smo vključili tudi 10 zdravih oseb.  
Uporabili smo torej 62 vzorcev za analizo (26 vzorcev pred terapijo in 26 vzorcev po 
terapiji). Od tega je bilo 5 bolnikov s CB, ki se niso odzvali na terapijo, 10 bolnikov s 
CB, ki so se odzvali na terapijo in 6 bolnikov z UK, ki so se odzvali na terapijo ter 5 
bolnikov z UK, ki se na terapijo niso odzvali. 
Epruvete, v katerih je bila celična suspenzija izoliranih limfocitov, so bile do pričetka 
raziskave shranjene v tekočem dušiku. 
 
3.2.2 Priprava vzorcev 
3.2.2.1 Reagenti in materijal 
 1× Hanks balanced solution brez Ca2+ in Mg2+, z 10 mM HEPES (GIBCO)  
 HBSS(wo): pripravljena Hanks balanced solution brez Ca2+ in Mg2+z dodatkom 
5 mM EDTA, 5 %FBS (fetal bovine serum), 1 Mm DTT (sveže pred vsako 
razgradnjo, shranjeno pri ST) (vsi reagenti razen HBSS iz SIGMA)  
o 40 mL te raztopine potrebujemo za 1× izolacijo 
 Sterilni PBS, pH 7,2 in 0,5 % BSA (SIGMA) 
 70 µm celične filtre (Miltenyi Biotec) 
 100 mm petrijevke (TPP) 
 Skalpel, škarje in pinceta 
 MACSmix Tube rotor (Miltenyi Biotec) 
 Inkubator; 37 °C, 5 % CO2 
 Medij RPMI – 1640 medium, Sigma - Aldrich, St. Louis, USA 
 Ficoll - Paque™ plus, GE Healthcare, Sweden 
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Tkivo smo dali v 50 mL centrifugrko ter dodali 20 ml HBSS(wo). Sledila je 20 minutna 
inkubacija pri 37 °C z rotacijo v MACSmix Tube Rotator. Nato smo zmes premešali na 
vortexu za 10 s in prefiltrirali s pomočjo MACS Pre-Separation Filters 70 µm. 
Tekočino, katera je vsebovala limfocite sprane iz interepitelija, smo odpipetirali v 
50 mL centrifugerko. Celice smo centrifugirali pri 300 g 10 minut. Koščke tkiva, kateri 
so ostali, smo prestavili iz filtra. Prenesli smo jih v novo epruveto in dodali 20 ml 
HBSS(wo). Suspenzijo smo nadalje inkubirali 20 min pri 37 °C z rotacijo v MACSmix 
Tube Rotator. Koščke tkiva smo po inkubaciji dobro premešali na vortexu za 10 s ter 
nato prefiltrirali z MACS Pre-Separation Filters 70 µm. Tekočino z limfociti, spranimi 
iz interepitelija črevesne sluznice, smo združili s celicam oz. tekočino, ki vsebuje 
limfocite sprane iz epitelija iz prejšnjega koraka. Sledilo je centrifugiranje pri 300 g 
10 min. Supernatant smo odlili. Pripravili smo 12 ml epruveto v katero smo odpipetirali 
2,5 ml gostega ločevalnega medija Ficoll - Paque, ki po centrfugiranju, na podlagi 
gostotne razlike med mononuklearnimi celicami ter drugimi celicami iz interepitelija 
črevesja, ustvari jasno ločene plasti. Na medij smo zatem previdno naplastili polovico 
mešanice celic spranih iz interepitelija črevesja ter RPMI-ja. Tako pripravljene vzorce 
smo nato (brez zavore) centrifugirali na 450 g 20 minut. Medtem je prišlo do 
sedimentacije gostejših celic (npr. enterocitov, čašastih celic) na dno centrifugirke. 
Ostale celice so se, na podlagi gradientnih razlik, porazdelile nad usedlino. To plast 
MNC smo nato previdno ločili ter odpipetirali v novo 12 ml epruveto. Celice smo sprali 
z 8 ml medija RPMI. Ponovno smo centrifugirali (tokrat z uporabo zavore) na 450 g 10 
minut. Zatem smo odlili supernatant, celice resuspendirali v 1 ml medija MII, dobljeno 
suspenzijo MNC dobro premešali na mešalu vorteks, dodali enak volumen 20 % DMSO 
v FBS in postavili prvi dan v vijolično stojalo, katero omogoča enakomerno ohlajevanje 
1 C/min, v zmrzovalnik na –80 °C. Naslednji dan smo shranili celice v tekočem dušiku 
do fenotipizacije in analize na pretočnem citometru. 
3.2.2.3 Priprava raztopin 
 1× FoxP3 Fix/Perm Buffer 
Pufer za permabilizacijo in fiksacijo smo pripravili iz 4× koncentrirane raztopine tako, 
da smo jo redčili s staining pufrom. Za en vzorec smo potrebovali 1 mL 1× Fix/Perm 
pufra. Glede na število vzorcev smo si sprotno pripravljali raztopino in jo redčili s 
staining pufrom v razmerju 1 : 4. 
 1× FoxP3 Perm Buffer 
Permabilizacijski pufer smo pripravili iz 10× koncentrirane začetne raztopine. Redčili 
smo jo s staining pufrom v razmerju 1 : 10. Za en vzorec smo potrebovali 1,5 mL 
raztopine 1× FoxP3 permabilizacijskega pufra. 
 Količina monoklonskih protiteles, ki smo jih potrebovali za določitev 
regulatornih limfocitov T. 
o 5 uL CD3 V450 
o 10 uL CD4 PerCP-CyTM5.5 
o 5 uL CD25 APC 
o 10 uL CD127 PE 
o 10 L FoxP3 FITC 
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 Količina monoklonskih protiteles, ki smo jih potrebovali za opredelitev 
aktiviranih limfocitov T v enem vzorcu  
o 5 uL CD3 APC 
o 5 uL CD8 V450 
o 10 uL CD28 PE 
o 10 uL CD103 FITC 
o 10 uL HLA-DR PerCP-CyTM5.5 
3.2.2.4 Odmrzovanje in spiranje vzorcev 
Vzorce, ki smo jih rabili za analizo, smo odmrznili, prelili v 6 mL steklene epruvete ter 
sprali s Staining pufrom. Delo je moralo potekati hitro, saj je odmrznjena raztopina 
(10 % DMSO/FBS), toksična za celice. Sledilo je centrifugiranje na 450 g 5 minut 
(450g/5min). Supernatant smo nato odlili, usedlino smo dobro premešali na vortex-u, 
dodali 2 mL Staining pufra, premešali, ter ponovno centrifugirali (1600/5min). Po 
centrifugiranju smo odlili supernatant, premešali in dodali 300 uL Staining pufra. 
Koncentracija celic je bila od 0,5 do 1,5 × 106 celic/ml. Vzorec je bil po tem postopku 
pripravljen za nadaljnjo uporabo. 
3.2.2.5 Priprava vzorcev za opredelitev aktiviranih limfocitov T 
100 L limfocitov izoliranih iz črevesne sluznice smo označili z monoklonskimi 
protitelesi, ki so se vezale na površino membrane aktiviranih limfocitov T. Suspenzijo 
smo dobro premešali in inkubirali 20 minut v temi. Po 20. minutah smo dodali 2 mL 
1 % BSA v PBS, premešali in centrifugirali (300g/5min). Vzorec smo spirali z 1 % 
BSA v PBS. Odlili smo supernatant in resuspendirali v 250 uL 1 % BSA v PBS. Vzorec 
smo hranili v temi do analize. 
3.2.2.6 Priprava vzorcev za opredelitev regulatornih limfocitov T 
Iz odmrznjenega in spranega vzorca smo odpipetirali 100 uL v drugo 5 mL BD Falcon 
polipropinel epruveto. Vzorcu v epruveti smo dodali monoklonska protitelesa za 
površinsko označevanje, vse skupaj smo dobro premešali ter inkubirali 20 minut v temi. 
Po inkubaciji smo dodali 2 mL staining pufra, premešali in centrifugirali (300g/5min). 
Odlili smo supernatant in dodali 1 mL 1× FoxP3 Fix/Perm raztopine, premešali in 
ponovno inkubirali v temi 20 minut. Temu je sledilo centrifugiranje (300g/5min). 
Ponovno smo odlijli supernatant, sperali z 2 mL staining pufrom, centrifugirali 
(300g/5min), odlili supernatant in resuspendirali v 1 mL 1× FoxP3/Perm raztopine. Vse 
skupaj smo dobro premešali in dali inkubirat za 20 minut v temi. Po inkubaciji je 
ponovno sledilo centrifugiranje (300g/5min), nato smo odlili supernatant in 
resuspendirali v 200 uL 1× FoxP3/Perm raztopine. Epruveto smo dobro premešali, 
dodali 5 uL protiteles anti-FoxP3 FITC, ki se veže znotrajcelično na transkripcijski 
faktor FoxP3, premešali in inkubirali 30 minut v temi. Po inkubaciji je sledilo dva 
kratno spiranje z 2 mL staining pufra in centrifugiranje (300g/5min). Odlili smo 
supernatant ter resuspendirali v 250 uL staining pufra. Vzorec je bil tako pripravljen za 
analizo. 
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3.2.3 Merjenje s pretočnim citometrom 
Vzorce, kateri so bili pripravljeni za analizo po zgoraj opisanem protokolu, smo izmerili 
s pretočnim citometrom BD FACSCantoTM II. Uporabili smo računalnik s programsko 
opremo FACSDivaTM Software. Merili smo fenotip limfocitov. V programu smo najprej 
nastavili kateri fluorokrom ima določeno protitelo. Vsaki vzorec, ki smo ga izmerili, 
smo označili z imenom bolnika, datumom kdaj je bilo tkivo odvzeto, datumom merjenja 
ter datumom in vrsto analize. Nastavili smo kolikšno število celic naj izmeri na 30000 
ter čas merjenja na maksimalno 300 sekund. Na podlagi velikosti in granuliranosti celic 
smo lahko ločili limfocite. Število celic, ki jih je pretočni citometer izmeril, smo omejili 
na populacijo limfocitov T. Populacijo določenih limfocitov smo nadalje v 
računalniškem programu označevali z elektronskim svinčnikom.  
 
Analizo limfocitnih populacij smo delali posebej za aktivirane ter regulatorne limfocite. 
Računalniški program nam je izmerjene celice podal v obliki točkovnega grafa, kjer je 
vsaka točka predstavljala eno celico. Posamezne podvrste limfocitov smo na izrisanih 
grafih določevali glede na vrsto monoklonskega protitelesa, jakost fluorescence celic in 
ustrezno postavljenih mej na grafu. 
 
3.2.3.1 Analiza limfocitov T 
3.2.3.1.1 Aktivirani limfociti T 
Izmed vseh posnetih celic smo določili limfocite. Nadalje smo limfocite T podrobneje 
ločili od ostalih celic na podlagi markerja CD3. Med citotoksičnimi limfociti T (CD8+) 
smo določili deleže, kjer je prisotna in kjer odsotna kostimulatorna molekula CD28, ki 
je ključna za aktivacijo limfocitov. Izračunali smo tudi razmerje med CD28+ in CD28-. 
Določili smo deleže celic T pomagalk (CD4+) in citotoksičnih limfocitov T (CD8+). 
Izmed CD8+ smo izmerili deleže aktiviranih citotoksičnih limfocitov (CD8+/HLA-
DR+) ter izmed CD4+ aktiviranih celic T pomagalk (CD4+/HLA-DR+) (Slika 7). V 
sklopu te analize smo izmerili tudi deleže citotoksičnih limfocitov T na katere je vezan 
integrin CD103. 
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Slika 7: Primer določanja aktiviranih limfocitov T 
A: določanje limfocitov. B: določanje limfocitov T na podlagi izražanja markerja CD3. C: ločitev 
limfocitov T na celice T pomagalke in citotoksične limfocite T. D: ločitev aktiviranih citotoksičnih 
limfocitov (CD8+/HLA-DR+) ter aktiviranih celic T pomagalk (CD8-/HLA-DR+). E: določitev 
rezidualnih citotoksičnih limfocitov T (CD8+/CD0103+). F: ločitev limfocitov T glede na 
prisotnost/odsotnost kostimulatorne molekule CD28 med citotoksičnimi limfociti T. 
Jakopič M. Vpliv zaviralcev tumor nekroznega faktorja alfa ... s kronično vnetno črevesno boleznijo.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
 
27 
3.2.3.1.2 Regulatorni limfociti T 
Med vsemi zajetimi celicami smo določili limfocite T (CD3+) in nadalje izbrali celice T 
pomagalke, ki izražajo CD25 (CD25+/CD4+: CD3+). Izmed teh smo določili delež 
regulatornih limfocitov T tako, da smo najprej označili limfocite CD25hi/CD127low ter 
nato izmed teh določili delež FoxP3 pozitivnih (FoxP3+/CD25+: CD25hi/CD127low: 
CD4+). Določili smo Treg (FoxP3+ CD127low CD25hi CD4+) tako, da smo 
preračunali odstotek FoxP3+ glede na vse CD25hi/CD127low celice T pomagalke. 
 
 
Slika 8: Primer določanja regulatornih limfocitov T 
A: določanje celic T pomagalk na podlagi izražanja markerja CD4. B: določanje FoxP3 pozitivnih 
limfocitov. C: ločitev limfocitov, kateri izražajo marker aktivacije CD25 in ne izražajo oz. izražajo zelo 
malo CD127, med celicami T pomagalkami. D: določitev regulatornih limfocitov. 
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3.2.4 Statistična analiza rezultatov 
Pridobljene rezultate smo vnesli v program MS Exel, kjer smo jih uredili. Statistično 
analizo podatkov smo naredili v programu SPSS. Na podlagi Shapiro Wilk testov smo 
opazili, da niso vsi rezultati pri določenih podskupinah porazdeljeni normalno oz. za 
njih ni značilna Gaussova porazdelitev. Kjer so bili rezultati normalno razporejeni smo 
uporabili Studentov T-test, kjer pa niso bile izpolnjene predpostavke za klasični 
Studentov T-test smo pri primerjavi rezultatov pri določenih skupinah bolnikov 
uporabili Mann - Whitney test. Izbrali smo stopnjo tveganja 0,05, kar pomeni če je 
vrednost p > 0,05, da si analizi nista bili statistično značilno različni. Vrednosti 
posameznih limfocitnih podvrst so predstavljene kot mediana ter 5 in 95 percentil, ki 
določata spodnjo in zgornjo mejo razpona vrednosti. Interval zaupanja je v tem primeru 
95 %. 
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Bolnike smo razvrstili v različne skupine in sicer glede na diagnozo bolezni, čas 
odvzetega vzorca (pred terapijo in po terapiji) in odzivnosti na terapijo. Za ovrednotenje 
normalnih vrednost limfocitnih populacij oz. za primerjavo kako odstopajo deleži 
limfocitnih populacij pri bolnikih s KVČB, smo vključili tudi kontrole. Vrednosti 
limfocitnih populacij smo določili kot mediano izmerjenih deležev ter 5. in 95. 
percentil. Vrednosti smo nato primerjali med skupinami. Za ugotavljanje razlik med 
skupinami smo upoštevali p vrednosti. Skupine bolnikov, katere smo primerjali med 
seboj, so predstavljene v spodnjih preglednicah. Deleži določenih podzvrsti limfocitov 
T so predstavljeni v odstotkih od celokupnega števila limfocitov T (CD3+). Kjer so 
obstajale statistično značilne razlike, smo to prikazali s kvartilnimi diagrami. S 
kvartilnimi diagrami smo prikazali razpršenost naših podatkov, izstopajoče vrednosti 
(krožci), črta v sredini pravokotnika nam prikazuje mediano, rumeni pravokotnik pa 
pomeni medkvartilni razpon. 
 
4.1 PRIMERJAVA VREDNOSTI LIMFOCITNIH POPULACIJ BOLNIKOV S 
KVČB PRED TERAPIJO S KONTROLAMI 
Preglednica št. 3 nam prikazuje razlike v deležih za določene populacije limfocitov med 
bolniki s KVČB pred terapijo in kontrolami. Statistično značilne razlike opazimo pri 
razmerju med citotoksičnimi limfociti T, ki izražajo/ne izražajo kostimulatorne 
molekule CD28 (CD8+ CD28+/CD28-), pri populaciji aktiviranih citotoksičnih 
limfocitih T (CD8+HLA-DR+), aktiviranih celic T pomagalk (CD4+HLA-DR+) in 
regulatornih limfocitih T (CD4+FoxP3+CD127lowCD25hi). Vrednosti za določene 
populacije limfocitov so prikazane v preglednici št. 3. 
 
Preglednica 3: Primerjava deležev T limfocitnih populacij med bolniki s KVČB pred terapijo in 
kontrolami 
Prikaz fenotipov, mediane deležev z razponom (5. in 95. percentil) ter p vrednosti za določene populacije 
limfocitov T. 




Mediane deležev (5.–95. percentil) (%) 
 
 
CD8+CD28+ 14 (6–26) 20 (9–31) NS 
CD8+CD28- 32 (28–49) 32 (12–56) NS 
Razmerje CD8+ CD28+/CD28- 0,36 (0,20–0,70) 0,71 (0,26–2,15) * 
CD8+HLA-DR+ 9 (4–46) 34 (20–58) ** 
CD4+HLA-DR+ 7 (3–11) 31 (15–56) ** 
CD8+CD103+ 39(21–60) 40 (17–70) NS 
CD4+CD25+ 6,9(2,1–11,2) 5,0 (1,8–12,1) NS 
CD4+FoxP3+CD127lowCD25hi  8,8 (6,4–9,8) 4,0 (1,6–7,5) ** 
 
Opombe: * 0,01 ≤ p < 0,05; **p < 0,01; NS (ni signifikantne razlike): p>0,05 
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Pri primerjavi vseh bolnikov s KVČB pred terapijo s kontrolami opazimo razliko v 
razmerju CD8+ CD28+/CD28- celic. Pri kontrolni skupini je razmerje 0,36 pri bolnikih 





Slika 9: Razmerje CD8+ CD28+/CD28- limfocitov T. Primerjava med kontrolami in bolniki s 
KVČB pred terapijo. Opombe: * 0,01 ≤ p < 0,05 
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Slika št. 10 nam prikazuje kvartilni diagram za CD8+HLA-DR+ celice. Opazimo lahko, 
da je odstotek CD8+HLA-DR+ celic pri kontrolni skupini nižji kot pri bolnikih s 






Slika 10: Odstotek CD8+HLA-DR+ limfocitov T. Primerjava med kontrolami in bolniki s KVČB 
pred terapijo. Opombe: **p < 0,01 
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Iz slike 11 je razvidna razlika med CD4+HLA-DR+ celicami pri kontrolni skupini in pri 
bolnikih s KVČB. Opazimo lahko, da je odstotek CD4+HLA-DR+ celic pri kontrolni 
skupini nižji kot pri bolnikih s KVČB. Povprečni delež CD4+HLA-DR+ celic je pri 
kontrolni skupini 7, pri bolnikih pa 31 (preglednica 3). Rezultat je zelo podoben kot pri 





Slika 11: Odstotek CD4+HLA-DR+ limfocitov T. Primerjava med kontrolami in bolniki s KVČB 
pred terapijo. Opombe: **p < 0,01 
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Spodnji diagram nam prikazuje regulatorne limfocite T, kateri so okarakterizirani kot 
CD4+FoxP3+CD127lowCD25hi. Iz slike 12 je razvidna razlika med Treg pri kontrolni 
skupini in pri bolnikih s KVČB. Odstotek Treg je pri kontrolni skupini višji kot pri 






Slika 12: Odstotek CD4+FoxP3+CD127lowCD25hi limfocitov T. Primerjava med kontrolami in 
bolniki s KVČB pred terapijo. Opombe: **p < 0,01 
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4.2 VPLIV ZAVIRALCEV TNF-α NA LIMFOCITNE POPULACIJE PRI 
BOLNIKIH S KVČB 
Da bi ugotovili ali terapija z zaviralci TNF-α vpliva na limfocitne populacije, smo 
primerjali vrednosti limfocitnih populacij pred in po terapiji. Primerjali smo mediane 
deležev. 
 
Iz preglednice št. 4 je razvidno, da je statistično značilna oz. signifikantna razlika pri 
populaciji aktiviranih citotoksičnih limfocitih T (CD8+HLA-DR+) med skupino 
bolnikov s KVČB pred terapijo in terapiji. 
 
Preglednica 4: Primerjava deležev T limfocitnih populacij pred in po terapiji 












Mediane deležev (5.–95. percentil) (%) 
 
 
CD8+CD28+ 20 (9–31) 16 (12–32) NS 
CD8+CD28- 32 (12–56) 28 (12–48) NS 
Razmerje CD8+ CD28+/CD28- 0,71 (0,26–2,15) 0,52 (0,29–1,59) NS 
CD8+HLA-DR+ 34 (20–58) 30 (15–47) * 
CD4+HLA-DR+ 31 (15–56) 31 (20–57) NS 
CD8+CD103+ 40 (17–70) 41 (10–59) NS 
CD4+CD25+ 5,0 (1,8–12,1) 5,5 (2,6–15,0) NS 
CD4+FoxP3+CD127lowCD25hi  4,0 (1,6–7,5) 4,2 (1,8–10,2) NS 
 
Opombe: * 0,01 ≤ p < 0,05; **p < 0,01; NS (ni signifikantne razlike): p>0,05 
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Na spodnjem kvartilnem diagramu opazimo, da je odstotek CD8+HLA-DR+ celic pri 
bolnikih s KVČB pred terapijo višji, kot pri bolnikih s KVČB po terapiji. Delež 





Slika 13: Odstotek CD8+HLA-DR+ limfocitov T. Primerjava bolnikov s KVČB pred in po terapiji. 
Opombe: * 0,01 ≤ p < 0,05 
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4.2.1 Vpliv zaviralcev TNF-α na limfocitne populacije pri bolnikih s KVČB glede 
na diagnozo  
Preglednica št. 5 nam prikazuje razporeditev bolnikov glede na diagnozo. Primerjali 
smo bolnike z ulceroznim kolitisom pred in po terapiji ter bolnike s Crohnovo boleznijo 
pred in po terapiji. Statistično značilnih razlik nismo dobili pri primerjavi bolnikov s CB 
pred in po terapiji. Statistično značilne razlike so se pokazale pri primerjavi bolnikov z 
UK pri CD8+HLA-DR+ in CD8+CD103+. Bolniki z UK so imeli pred terapijo višji 
delež CD8+HLA-DR+ kot po terapiji. Razlika je tudi v deležu CD8+CD103+ 
limfocitov T in sicer po terapiji je nižji (23) kot pred terapijo (40). 
 
Preglednica 5: Primerjava deležev T limfocitnih populacij pred in po terapiji pri CB in UK 
Prikaz fenotipov, mediane deležev z razponom (5. in 95. percentil) ter p vrednosti za določene populacije 
limfocitov T. 






Mediane deležev (5.–95. percentil) (%) 
 
 
ULCEROZNI KOLITIS   
CD8+CD28+ 20 (11–31) 16 (10–22) NS 
CD8+CD28- 36 (13–59) 20 (11–54) NS 
Razmerje CD8+ CD28+/CD28- 0,63 (0,20–2,13) 0,80 (0,25–2,75) NS 
CD8+HLA-DR+ 34 (28–57) 25 (14–45) * 
CD4+HLA-DR+ 30 (17–47) 46 (17–60) NS 
CD8+CD103+ 40 (21–70) 23 (10–57) ** 
CD4+CD25+ 4,7 (1,3–10,3) 6,0 (1,3–12,5) NS 
CD4+FoxP3+CD127lowCD25hi  3,3 (1,5–10,1) 4,1 (1,5–8,2) NS 
 
CROHNOVA BOLEZEN 
   
CD8+CD28+ 19 (9–29) 15 (13–36) NS 
CD8+CD28- 26 (13–56) 35 (19–47) NS 
Razmerje CD8+ CD28+/CD28- 0,79 (0,26–1,76) 0,45 (0,31–1,55) NS 
CD8+HLA-DR+ 34 (16–57) 33 (21–46) NS 
CD4+HLA-DR+ 37 (11–62) 29 (19–47) NS 
CD8+CD103+ 36 (21–64) 45 (13–57) NS 
CD4+CD25+ 6,1 (2,2–14,2) 4,9 (2,7–18,7) NS 
CD4+FoxP3+CD127lowCD25hi  4,2 (2,0–6,7) 4,3 (2,0–11,1) NS 
 
Opombe: * 0,01 ≤ p < 0,05; **p < 0,01; NS (ni signifikantne razlike): p>0,05 
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Kvartilni diagram (slika 14) nam prikazuje CD8+HLA-DR+ limfocite T pri bolnikih z 
UK pred in po terapiji. Opazimo signifikantno razliko med skupinama. Delež 





Slika 14: Odstotek CD8+ HLA-DR+ limfocitov T. Primerjava med UK bolniki pred in po terapiji. 
Opombe: * 0,01 ≤ p < 0,05 
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Na spodnjem kvartilnem diagramu (slika 15) opazimo statistično signifikantno razliko 
pri CD8+CD103+ limfocitih T pri primerjavi bolnikov z UK pred in po terapiji. 





Slika 15: Odstotek CD8+ CD103+ limfocitov T. Primerjava med UK bolniki pred in po terapiji. 
Opombe: **p < 0,01 
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4.2.1.1 Vpliv zaviralcev TNF-α na limfocitne populacije pri bolnikih s KVČB glede na 
diagnozo in odziv 
Preglednica št. 6 nam prikazuje primerjavo odzivnih bolnikov z ulceroznim kolitisom 
pred in po terapiji. Statistično značilne razlike so se pokazale pri CD8+CD28+, 
CD8+HLA-DR+ in CD8+CD103+. Bolniki z UK, ki so se odzvali na terapijo, so imeli 
pred terapijo višji delež CD8+CD28+ kot po terapiji. Opazimo, da se je delež 
CD8+HLA-DR+ po terapiji zmanjšal iz 45 na 24. Razlika je tudi v deležu 
CD8+CD103+ limfocitih T in sicer po terapiji je nižji kot pred terapijo. Podobne 
rezultate smo dobili pri primerjavi vseh bolnikov z UK pred in po terapiji pri 
CD8+HLA-DR in CD8+CD103+ limfocitih T, zato ta dva fenotipa nismo ponovno 
prikazovali s kvartilnim diagramom. 
 
Preglednica 6: Primerjava deležev T limfocitnih populacij pred in po terapiji pri odzivnih bolnikih 
z UK 
Prikaz fenotipov, mediane deležev z razponom (5. in 95. percentil) ter p vrednosti za določene populacije 
limfocitov T. 






ODZIVNI Mediane deležev (5.–95. percentil) (%) 
 
 
ULCEROZNI KOLITIS    
CD8+CD28+ 25 (16–32) 16 (10–18) * 
CD8+CD28- 29 (12–60) 33 (8–57) NS 
Razmerje CD8+ CD28+/CD28- 1,15 (0,29–2,15) 0,37 (0,26–3,20) NS 
CD8+HLA-DR+ 45 (27–58) 24 (13–47) ** 
CD4+HLA-DR+ 36 (20–50) 35 (22–57) NS 
CD8+CD103+ 48 (17–71) 37 (8–60) ** 
CD4+CD25+ 4,0 (1,5–11,0) 6,4 (2,6–9,1) NS 
CD4+FoxP3+CD127lowCD25hi  3,4 (1,5–12,0) 3,4 (1,8–6,9) NS 
    
Opombe: * 0,01 ≤ p < 0,05; **p < 0,01; NS (ni signifikantne razlike): p>0,05 
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Slika 1 nam prikazuje statistično značilno razliko pri CD8+CD28+ celicah pri 
primerjavi odzivnih bolnikov z UK pred in po terapiji. Opazimo, da je delež teh celic je 





Slika 16: Odstotek CD8+ CD28+ limfocitov T. Primerjava med odzivnimi UK bolniki pred in po 
terapiji. Opombe: * 0,01 ≤ p < 0,05 
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Preglednica št. 7 nam prikazuje primerjavo neodzivnih bolnikov z ulceroznim kolitisom 
pred in po terapiji. Statistično značilno razliko pri primerjavi neodzivnih bolnikov z UK 
pred in po terapiji smo dobili pri primerjavi CD4+HLA-DR+. Po terapiji je bil delež 
višji. 
 
Preglednica 7: Primerjava deležev T limfocitnih populacij pred in po terapiji pri neodzivnih 
bolnikih z UK 











NEODZIVNI Mediane deležev (5.–95. percentil) (%) 
 
 
ULCEROZNI KOLITIS   
CD8+CD28+ 20 (8–22) 17 (14–22) NS 
CD8+CD28- 36 (27–55) 15 (12–36) NS 
Razmerje CD8+ CD28+/CD28- 0,47 (0,17–0,80) 1,17 (0,52–1,49) NS 
CD8+HLA-DR+ 34 (31–47) 32 (15–35) NS 
CD4+HLA-DR+ 27 (17–34) 50 (27–57) * 
CD8+CD103+ 40 (33–58) 15 (11–45) NS 
CD4+CD25+ 4,7 (1,7–5,9) 5,7 (4,2–14,1) NS 
CD4+FoxP3+CD127lowCD25hi  3,0 (1,8–5,8) 5,8 (3,0–8,6) NS 
    
Opombe: * 0,01 ≤ p < 0,05; **p < 0,01; NS (ni signifikantne razlike): p>0,05 
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Spodnji kvartilni diagram (slika 17) nam prikazuje statistično značilno razliko pri 
CD4+HLA-DR+ limfocitih T pri primerjavi neodzivnih bolnikov z UK pred in po 





Slika 17: Odstotek CD4+ HLA-DR+ limfocitov T. Primerjava med neodzivnimi UK bolniki pred in 
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Preglednici št. 8 in 9 nam prikazujeta razporeditev bolnikov glede na diagnozo in odziv 
na terapijo. Primerjali smo odzivne in neodzivne bolnike s Crohnovo boleznijo, pred in 
po terapiji. Statistično značilnih razlik pri primerjavi odzivnih in neodzivnih bolnikov s 
CB pred in po terapiji nismo dobili. 
 
Preglednica 8: Primerjava deležev T limfocitnih populacij pred in po terapiji pri odzivnih bolnikih 
s CB 
Prikaz fenotipov, mediane deležev z razponom (5. in 95. percentil) ter p vrednosti za določene populacije 
limfocitov T. 






ODZIVNI Mediane deležev (5.–95. percentil) (%) 
 
 
CROHNOVA BOLEZEN   
CD8+CD28+ 16 (9–28) 15 (12–30) NS 
CD8+CD28- 33 (15–55) 36 (18–45) NS 
Razmerje CD8+ CD28+/CD28- 0,54 (0,26–0,98) 0,44 (0,30–1,30) NS 
CD8+HLA-DR+ 31 (14–50) 34 (20–42) NS 
CD4+HLA-DR+ 29 (9–65) 31 (23–47) NS 
CD8+CD103+ 42 (19–67) 46 (20–54) NS 
CD4+CD25+ 4,0 (2,2–10,6) 4,4 (2,9–21,8) NS 
CD4+FoxP3+CD127lowCD25hi  3,4 (2,0–7,1) 4,1 (1,6–11,8) NS 
 
Opombe: * 0,01 ≤ p < 0,05; **p < 0,01; NS (ni signifikantne razlike): p>0,05 
 
Preglednica 9: Primerjava deležev T limfocitnih populacij pred in po terapiji pri neodzivnih 
bolnikih s CB 
Prikaz fenotipov, mediane deležev z razponom (5. in 95. percentil) ter p vrednosti za določene populacije 
limfocitov T. 






NEODZIVNI Mediane deležev (5.–95. percentil) (%) 
 
 
CROHNOVA BOLEZEN   
CD8+CD28+ 25 (17–31) 18 (14–32) NS 
CD8+CD28- 22 (15–50) 23 (21–45) NS 
Razmerje CD8+ CD28+/CD28- 1,14 (0,39–2,13) 0,77 (0,38–1,43) NS 
CD8+HLA-DR+ 35 (29–53) 27 (24–47) NS 
CD4+HLA-DR+ 39 (30–54) 29 (20–42) NS 
CD8+CD103+ 30 (28–50) 36 (11–58) NS 
CD4+CD25+ 10,3 (5,3–17,6) 5,2 (2,6–12,3) NS 
CD4+FoxP3+CD127lowCD25hi  4,2 (4,1–5,6) 4,9 (3,0–10,0) NS 
 
Opombe: * 0,01 ≤ p < 0,05; **p < 0,01; NS (ni signifikantne razlike): p>0,05 
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4.3 PRIMERJAVA LIMFOCITNIH POPULACIJ PRI ODZIVNIH TER 
NEODZIVNIH BOLNIKIH PRED TERAPIJO Z ZAVIRALCI TNF-α 
Ugotavljali smo ali obstaja razlika, med skupinami bolnikov pred terapijo, ki se na 
terapijo niso odzvali in med tistimi, ki so se odzvali. 
 
Iz spodnje preglednice je razvidno, da ni statistično signifikantnih razlik med odzivnimi 
in neodzivnimi bolniki pred terapijo z zaviralci TNF-α.  
 
Preglednica 10: Primerjava deležev T limfocitnih populacij pri odzivnih in neodzivnih bolnikih 
pred terapijo z zaviralci TNF-α 





KVČB PRED TERAPIJO 
Odzivni Neodzivni p 
vrednosti 
Mediane deležev (5.–95. percentil) (%) 
 
 
CD8+CD28+ 20 (10–30) 20 (11–29) NS 
CD8+CD28- 33 (11–58) 29 (15–56) NS 
Razmerje CD8+ CD28+/CD28- 0,71 (0,26–2,10) 0,71 (0,19–1,95) NS 
CD8+HLA-DR+ 34 (17–58) 34 (29–53) NS 
CD4+HLA-DR+ 31 (12–59) 32 (17–52) NS 
CD8+CD103+ 42 (14–72) 36 (28–57) NS 
CD4+CD25+ 4,0 (1,9–11,3) 5,6 (1,9–15,9) NS 
CD4+FoxP3+CD127lowCD25hi  3,4 (1,5–9,3) 4,2 (1,8–5,9) NS 
 
Opombe: * 0,01 ≤ p < 0,05; **p < 0,01; NS (ni signifikantne razlike): p>0,05 
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4.3.1 Primerjava limfocitnih populacij pri odzivnih ter neodzivnih bolnikih z UK 
pred terapijo z zaviralci TNF-α 
 
Nadalje smo bolnike kategorizirali glede na diagnozo in sicer na bolnike z UK in 
bolnike s CB. Primerjali smo bolnike z UK pred terapijo, ki so se odzvali na terapijo s 
tistimi, ki se na terapijo niso odzvali.  
 
Statistično značilnih razlik pri primerjavi odzivnih in neodzivnih bolnikov z UK pred 
terapijo ni bilo. 
 
Preglednica 11: Primerjava deležev T limfocitnih populacij pri odzivnih in neodzivnih bolnikih 
pred terapijo z zaviralci TNF-α pri UC 
Prikaz fenotipov, mediane deležev z razponom (5. in 95. percentil) ter p vrednosti za določene populacije 
limfocitov T. 
Fenotip Odzivni Neodzivni p 
vrednosti 
Mediane deležev (5.–95. percentil) (%) 
 
 
UK PRED TERAPIJO   
CD8+CD28+ 25 (16–32) 20 (8–22) NS 
CD8+CD28- 29 (12–60) 36 (27–55) NS 
Razmerje CD8+ CD28+/CD28- 1,15 (0,29–2,15) 0,47 (0,17–0,80) NS 
CD8+HLA-DR+ 45 (27–58) 34 (31–47) NS 
CD4+HLA-DR+ 36 (20–50) 27 (17–34) NS 
CD8+CD103+ 48 (17–71) 40 (33–58) NS 
CD4+CD25+ 4,0 (1,5–11,0) 4,7 (1,7–5,9) NS 
CD4+FoxP3+CD127lowCD25hi  3,4 (1,5–12,0) 3,0 (1,8–5,8) NS 
 
Opombe: * 0,01 ≤ p < 0,05; **p < 0,01; NS (ni signifikantne razlike): p>0,05 
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4.3.2 Primerjava limfocitnih populacij pri odzivnih ter neodzivnih bolnikih s CB 
pred terapijo z zaviralci TNF-α 
Statistično značilno razliko opazimo pri primerjavi odzivnih in neodzivnih bolnikih s 
CB pred terapijo. Preglednica št. 12 nam prikazuje razliko v razmerju citotoksičnih 
limfocitov T, ki izražajo/ne izražajo kostimulatorne molekule CD28, in v deležu 
CD4+CD25+. Razmerje CD8+ CD28+/CD28- limfocitov je pri neodzivnih večje kot pri 
odzivnih. Delež CD4+CD25+ celic je pri odzivnih bolnikih s CB pred terapijo nižji 
(5,0) v primerjavi z neodzivnimi bolniki s CB pred terapijo (10,3). 
 
Preglednica 12: Primerjava deležev T limfocitnih populacij pri odzivnih in neodzivnih bolnikih 
pred terapijo z zaviralci TNF-α pri CB 




Fenotip Odzivni Neodzivni p 
vrednosti 
Mediane deležev (5.–95. percentil) (%) 
 
 
CB PRED TERAPIJO    
CD8+CD28+ 16 (9–28) 25 (17–31) NS 
CD8+CD28- 33 (15–55) 22 (15–50) NS 
Razmerje CD8+ CD28+/CD28- 0,54 (0,26–0,98) 1,14 (0,39–2,13) * 
CD8+HLA-DR+ 31 (14–50) 35 (29–53) NS 
CD4+HLA-DR+ 29 (9–65) 39 (30–54) NS 
CD8+CD103+ 42 (19–67) 30 (28–50) NS 
CD4+CD25+ 4,0 (2,2–10,6) 10,3 (5,3–17,6) * 
CD4+FoxP3+CD127lowCD25hi  3,4 (2,0–7,1) 4,2 (4,1–5,6) NS 
 
Opombe: * 0,01 ≤ p < 0,05; **p < 0,01; NS (ni signifikantne razlike): p>0,05 
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Slika št. 18 nam prikazuje Razmerje CD8+ CD28+/CD28- limfocitov T pri neodzivnih 





Slika 18: Odstotek CD4+ CD25+ limfocitov T. Primerjava med neodzivnimi in odzivnimi bolniki s 
CB pred terapijo. Opombe: **p < 0,01 
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Slika št. 19 nam prikazuje delež CD4+CD25+ limfocitov T pri neodzivnih in odzivnih 





Slika 19: Odstotek CD4+ CD25+ limfocitov T. Primerjava med neodzivnimi in odzivnimi bolniki s 
CB pred terapijo. Opombe: **p < 0,01 
 
Jakopič M. Vpliv zaviralcev tumor nekroznega faktorja alfa ... s kronično vnetno črevesno boleznijo.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
 
49 
5 RAZPRAVA IN SKLEPI 
Kronična vnetna črevesna bolezen (KVČB) je posledica nenormalnega imunskega 
odziva gostitelja na intraluminalne antigene, kar vodi v kronično vnetje prebavne cevi. 
Ugotavljajo, da imajo bolniki s to boleznijo genetsko predispozicijo. Posledica so 
patološke spremembe pri KVČB, kot so neustrezno prepoznavanje mikrobov, limfocitna 
aktivacija, citokinski signali in epitelna intestinalna obramba (Park in Jeen, 2018). 
 
Pri zdravih osebah, ob stiku s številnimi mikrobi, prehranskimi alergeni ter pri velikem 
številu limfocitov (kar je značilno za črevesje), do vnetja ne pride, za kar je odgovorna 
prirojena imunost. Ključno vlogo pri tem imajo dendritične celice, ki antigene 
predstavijo limfocitom v črevesni steni. V končni fazi pride do diferenciacije in 
aktivacije limfocitov, eliminacije patogena ter deaktivacije limfocitov (Kinnebrew in 
Pamer, 2012). 
 
Pri zdravljenju KVČB se lahko uporabljajo tudi zaviralci TNF-α (Jakopovič, 2017). Ob 
prisotnosti patogena, katerega zaznajo dendritične celice preko TOLL-like receptorjev, 
začno le te izločati citokine, med katere spada tudi tumor nekrozni faktor alfa (TNF-α). 
Ta stimulira limfocite T in tudi naravne celice ubijalke (Zhang in Li, 2014). Namen 
raziskave je bil ugotoviti ali zdravljenje z zaviralci TNF-α vpliva na delež in fenotip 
limfocitov T pri bolnikih s KVČB. Ugotavljali smo tudi razliko z zdravimi osebami.  
 
Vrednosti za deleže in razmerja limfocitnih podvrst smo podali kot mediane vrednosti, 
ki vključujejo razpon vrednosti med 5. in 95. percentilom. Izražanje določenih 
površinskih markerjev nam je podalo osnovo za določitev limfocitnih podzvrsti. 
Osredotočili smo se na limfocite T, katerih fenotip je določen z molekulo CD3. Nadalje 
je sledilo ločevanje limfocitov T na celice pomagalke (Th), ki so CD4+ ter na 
citotoksične limfocite T (Tc), ki so CD8+. Opravili smo dve analizi in sicer za 
aktivirane limfocite T in za regulatorne limfocite T. 
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5.1 ODSTOPANJA LIMFOCITNIH POPULACIJ PRI BOLNIKIH S KVČB 
5.1.1 Aktivirani limfociti T 
Kostimulatorna molekula CD28 je ključna za aktivacijo limfocitov. Pri primerjavi vseh 
bolnikov s KVČB pred terapijo z zdravimi kontrolami opazimo razliko v razmerju 
CD8+ CD28+/CD28- celic. Pri kontrolni skupini je razmerje 0,36 pri bolnikih s KVČB 
pa ta znaša 0,71 (preglednica 3). 
 
Opazili smo tudi razliko v CD8+CD28+ pri odzivnih UK bolnikih pred in po terapiji. 
Delež CD28+ citotoksičnih limfocitov je pri odzivnih UK bolnikih pred terapijo znašal 
25, po terapiji pa 16 (preglednica 5). V študiji Dai in sod., 2017 so odkrili primerljive 
vrednosti pri CB bolnikih. Opazili so, da je delež CD28+ citotoksičnih limfocitov višji 
pri CB bolnikih, ki niso prejemali nobene terapije, kot pri tistih, ki so prejemali terapijo 
s steroidi ali pa so bili operirani. V naši nalogi smo dobili primerljive rezultate pri 
odzivnih bolnikih z UK pred in po terapiji. Dai in sod., 2017 poudarjajo, da imajo 
pomembno funkcijo pri KVČB CD28- citotoksični limfociti T, saj delujejo protivnetno. 
CD8+CD28- celice zavirajo prekomeren imunski odziv, v namen zaščite sluznice 
črevesja pred poškodbami (Dai in sod., 2017). CD8+CD28- celice torej regulirajo 
odzivnost drugih imunskih celic. Delujejo lahko regulatorno ali supresivno (Dai in sod., 
2012). Razlagajo pa tudi, da lahko CD8+CD28+ celice diferencirajo v CD8+CD28- 
celice, saj je funkcija CD8+CD28- celic vzdrževanje aktivne imunske supresije. V 
raziskavi, ki so jo opravili Dai in sod., 2017, so bili vključeni tudi bolniki z 
zakomplicirano CB in bolniki z blago obliko CB. Pri primerjavi CD8+CD28+ celic med 
tema dvema skupinama so opazili, da imajo bolniki z zakomplicirano obliko CB manj 
CD8+CD28+ celic kot bolniki z blago obliko CB. Opazili pa so tudi, da imajo bolniki, 
ki imajo aktivno obliko CB, manj CD8+CD28+ celic, kot tisti pri kateri CB ni aktivna. 
Dai in sod., 2017 menijo, da so potrebne dodatne raziskave za boljšo opredelitev, kako 
so CD8+CD28+ in CD8+CD28- ter razmerje teh dveh vpletene v razvoj bolezni. 
 
Citotoksični limfociti T izločajo številne citokine, med njimi tudi IL-7, ki ga v večini 
producirajo IEC. Poleg IL-7 proliferacijo citotoksičnih limfocitov T spodbuja tudi IL-
15. Rezultati študije Dai in sod., 2012 so pokazali, da sta se IL-7 in IL-13 znatno 
zmanjšala skupaj s CD8+CD28+ T limfociti, medtem ko sta se IL-12p40 in IL-15 
sinhrono povečala s CD8+CD28- T limfociti. Ti rezultati so pokazali, da lahko IL-7 in 
IL-13 v glavnem izločajo CD8+CD28+, medtem ko so IL-12p40 in IL-15 izločali 
CD8+CD28- limfociti T pri bolnikih z UK. Gulzar in sod., 2011 so pokazali, da lahko 
IL-15 sproži povišano produkcijo interferona gama. Zaradi tega Dai in sod., 2012 
menijo, da bi lahko bili CD8+CD28- limfociti T, ki izločajo IL-15, podskupina Tc1 pri 
bolnikih z UK in sklepajo da bi CD8+CD28+ potemtakem pripadali Tc2. Dai in sod., 
2012, so opazili še, da sta se JAK3 in STAT6, katera tvorita ključno signalno pot, 
zmanjšala z zmanjšanjem CD8+CD28+ T limfocitov. To nakazuje, da je JAK3-STAT6 
pot glavna za CD8+CD28+, ne pa tudi za CD8+CD28- T limfocite. Zato Dai in sod., 
2012 sklepajo, da je JAK3-STAT6 pot glavna za aktivacijo CD8+CD28- T limfocitov s 
CD28 ter za preklop le teh v CD8+CD28+. To spodbuja preklop Tc1 v Tc2, kar pa je 
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koristno za bolnike z UK. Na podlagi študij sklepajo še, da sta glavna transkripcijska 
faktorja za CD8+CD28- limfocite T NFATc2 in GATA3 (Dai in sod., 2012). 
Razlika v razmerju CD8+ CD28+/CD28- celic se je pokazala tudi pri bolnikih s CB 
pred terapijo pri primerjavi odzivnih in neodzivnih. Odzivni so imeli manjše razmerje 
(0,54) kot neodzivni (1,14). Dai in sod., 2012 so opazili, da se je razmerje med CD8+ 
CD28+/CD28- limfociti T pomembno spremenilo pri bolnikih z UK. Odkrili so, da 
imajo bolniki z UK manj CD8+CD28+ in več CD8+CD28- T limfocitov v primerjavi z 
zdravo kontrolo. Dai in sod., 2017 so opazili, da je razmerje nižje pri bolnikih, ki imajo 
aktivno obliko CB kot pri tistih, ki so v fazi remisije. Opazili so tudi, da je razmerje 
nižje pri tistih bolnikih, ki so prejemali steroide ali pa so bili operirani, kot pri tistih, ki 
niso prejemali steroide in niso bili operirani. V naši raziskavi smo dobili rezultat, da 
imajo odzivni bolniki s CB pred terapijo manj CD28+ celic, kot CD28- celic. Pri 
neodzivnih bolnikih s CB je to razmerje ravno obratno (več je CD28+ celic in manj 
CD28- celic) (preglednica 9). Zanimivo dejstvo je, da lahko CD8+CD28+, kadar 
primanjkuje kostimulatornih signalov, prehajajo v CD8+CD28-. Heterogenost je ena od 
najpomembnejših značilnosti CD8+ T limfocitiov. Funkcija CD8+CD28- T limfocitov 
je regulatorna in inhibitorna (Dai in sod., 2012). 
 
Infliximab (IFX), adalimumab (ADA) in certolizumab (CZP) so učinkovite pri 
zdravljenju bolnikov z zmerno in hudo obliko CB, ki se ne odzivajo na standardna 
protivnetna zdravila. Raziskave so pokazale, da so IFX (Wilhelm in sod., 2008), ADA 
(Sandborn in sod., 2012) in CZP (Sandborn in sod., 2014) povzročili remisijo pri 
bolnikih z zmerno ali hudo obliko UK, ki se niso odzvali na steroidna zdravila ali 
imunosupresive. Vendar pa 10 do 40 % bolnikov s CB in do 50 % bolnikov z UK ne 
reagira na terapijo z zaviralci TNF-α (primarna odpornost) (Yarur in sod., 2014). Yarur 
in sod., 2014 so opazili še, da približno ena tretjina postane odporna (sekundarna 
odpornost) po 12. mesecih od začetka zdravljenja z zaviralci TNF-α. Pri naši raziskavi 
lahko opazimo, da se pri bolnikih s CB, ki se niso odzivali na terapijo z zaviralci TNF-
α, ni pokazala razlika pri nobeni od populaciji limfocitov (preglednica 9). Pri 
neodzivnih bolnikih z UK pa se je celo po terapiji povečal delež aktiviranih celicah T 
pomagalkah, ki izražajo receptor IL2R. (preglednica 7). Opazimo pa tudi, da se je 
pokazala razlika pri primerjavi odzivnih in neodzivnih bolnikih s CB v razmerju 
citotoksičnih limfocitov T, ki izražajo/ne izražajo kostimulatorne molekule CD28, in v 
deležu aktiviranih celicah T pomagalkah, ki izražajo receptor IL2R (CD4+CD25+) 
(preglednica 12). Obe vrednosti sta bila pri neodzivnih višji. Zanimivo je, da je prehod 
na drugo zdravilo proti TNF učinkovit pri več kot 50 % neodzivnih bolnikih (Danese in 
sod., 2014). Neuspešno odzivanje na zdravljenje z zaviralci TNF-α lahko izhaja iz 
farmakokinetike zdravil, razvoja protiteles proti zdravilom ali aktivnosti drugih, TNF-
neodvisnih, proinflamatornih poti pri bolnikih s KVČB (Ślebioda in Kmieć, 2014).  
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5.1.1.1 HLA-DR+ limfociti T 
Za popolno aktivacijo limfocitov T sta potrebna dva signala. Ena signalna pot zahteva 
interakcijo CD28 receptorja T celic z B7-ligandi na površini APC, do druge signalne 
poti pa pride zaradi vezave TCR z MHC na površini APC. MHC poznamo tudi pod 
imenom HLA – humani levkocitni antigen. HLA-DR služi pri limfocitih T kot marker 
za določanje aktiviranosti (Vásquez in Zorro, 2013). 
 
Aktivacija T celic je bistvenega pomena pri imunskem odzivu na okužbo. V naši 
raziskavi opazimo, da so razlike v aktivacijskem markerju HLA-DR pri primerjavi 
kontrolne skupine z bolniki s KVČB (preglednica 3). Razliko torej opazimo pri 
aktiviranih citotoksičnih limfocitih T, kakor tudi pri v večjem deležu aktiviranih celicah 
T pomagalkah, ki izražajo HLA-DR. 
 
Razliko pri aktiviranih citotoksičnih limfocitih T opazimo pri primerjavi kontrolne 
skupine z bolniki s KVČB pred terapijo. Opazili smo tudi razliko pri bolnikih s KVČB 
pred in po terapiji (preglednica 4, slika 11). Največja razlika se je pokazala pri odzivnih 
bolnikih z UK pred in po terapiji (preglednica 6). Delež CD8+HLA-DR+ limfocitov 
pred terapijo znaša 36, po terapiji pa 23 (preglednica 6). Zanimivo pri tem je, da se 
razlika pri bolnikih s CB ni pokazala. Th1 imunski odziv naj bi bil povezan s TNF, 
vendar pa po inhibiciji z zaviralci TNF nismo dobili manjše aktivacije limfocitov T, 
zato lahko sklepamo, da mehanizem bolezni ni povezan samo s Th1 imunskim 
odzivom. 
 
Glede na vrsto imunskega odziva KVČB ni enotna bolezen. Pri CB vnetje večinoma 
povzročajo Th1 ali Th17 celice, medtem ko so pri UK to Th2 celice. Vendar pa je treba 
opozoriti, da strog polarizacijski model Th1, Th2 in Th17 pri KVČB ni v celoti 
uporaben, zaradi lastnosti efektorskih in regulatornih poti, na katere vplivajo dejavniki, 
kot je faza bolezni (remisija ali aktivna faza), mehanizem prirojene imunosti ali 
protivnetno zdravljenje bolnikov (Ślebioda in Kmieć, 2014). 
 
Tudi Zhang in Li, 2014 so sprva izpostavili, da je možno, da nenormalni Th1 imunski 
odziv povzroči vnetje pri bolnikih s Chronovo boleznijo (CB). Opazili so, da pri 
bolnikih s CB mukozne T celice proizvajajo večje količine IL-2 in IFN-γ, kot T celice 
pri bolnikih z ulceroznim kolitisom (UK) ali zdravimi osebami. Opazili so tudi, da pri 
UK atipične NK T celice sproščajo večje količine Th2 citokina IL-13, kot T celice pri 
zdravih osebah ali osebah s CB. Zato je bila izpostavljena možnost okarakteriziranja CB 
s Th1 imunskim odzivom, in UK kot bolezen povezana s Th2 imunskim odzivom 
(Zhang in Li, 2014). Vendar pa so v nekaterih raziskavah prišli do drugačnih ugotovitev 
pri Th1 in Th2 celicah izoliranih iz sluznice pri bolnikih s KVČB. Rovedatti in sod, 
2009 so opazili, da »in vitro« kultivirani limfociti T, ki so jih izolirali iz biopsij 
bolnikov s CB in UK sproščajo visoke in med seboj primerljive količine IFN-γ. V 
sluznici bolnikov z UK so bile zaznane nižje ravni IL-13 v primerjavi s tistimi pri CB in 
zdravimi osebami (Rovedatti in sod, 2009). Študiji o eksperimentalnem kolitisu Kadivar 
in sod., 2004 ter Vainer in sod., 2000 sta predlagali protivnetni učinek IL-13 v črevesju. 
Ugotovljeno je bilo tudi, da so ravni IL-13 v supernatantih črevesnih biopsij, ki so bile 
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kultivirane, nižje od koncentracije IFN-γ (Wilson in sod., 2011). Torej je pripis, da je 
Th1 in Th2 imunski odziv določen glede na bolnike s CB ali UK, še vedno vprašljiv 
(Zhang in Li, 2014). Na primer Zhang in Li, 2014 omenjajo še, da je med remisijsko 
fazo bolezni koncentracija Th2 citokina interlevkina 13 (IL-13) večja pri 
mononuklearnih celicah izoliranih iz periferne krvi bolnikov s CB, kot pri enakih 
celicah pri bolnikih z UK. Druga poročila kažejo, da je frekvenca Th1 (IFN-γ+ CD4+) 
T celic v periferni krvi pri pediatričnih bolnikih s KVČB nižja kot pri zdravih 
kontrolnih osebah in se povečuje s starostjo bolnikov. Poleg tega se profil citokinov pri 
bolnikih s KVČB običajno ne odraža kot popolnoma določen Th1, Th2 ali Th17 
imunski odziv. Pri bolnikih z UK izražanje tipičnega Th2 citokina IL-4, ni bila povišana 
v črevesni sluznici. Namesto tega je bilo predlagano, da osrednjo vlogo pri patogenezi 
UK igra IL-13, ki ne deluje le kot Th2 efektorski citokin, ampak tudi moti kontinuiteto 
epitelija z indukcijo apoptoze epitelijskih celic in s povečanim izražanjem klaudina-2. 
Raziskave so pokazale tudi, da je pri nekaterih bolnikih z UK značilna povišana 
produkcija Th17 specifičnega citokina IL-17A s strani IEC (Ślebioda in Kmieć, 2014). 
Med drugimi tudi Wallace in sod., 2014 navajajo, da so pri patogenezi KVČB predvsem 
pomembne Th17 celice, ki proizvajajo IL-17 in IL-23 ter dendritične celice, katere 
proizvajajo več IL-23 pri bolnikih s CB v primerjavi s bolniki z UK. 
 
5.1.1.2 Aktivirane celice T pomagalke, ki izražajo receptor za IL-2 
Zgodnji marker aktiviranosti limfocitov T je alfa veriga receptorja za IL-2 (CD25 ali 
IL2RA). Vezava IL-2 na IL2R vodi v klonsko ekspanzijo aktiviranih celic T pomagalk. 
Dahlén in sod., 2013 so ugotavljali vpliv infliximaba. Poizkus je potekal »in vitro«, kjer 
so limfocite T bolnikov z aktivno obliko UK stimulirali z mitogenom ob prisotnosti oz. 
odsotnosti zaviralcev TNF. V skupini kjer so limfocite gojili z zaviralci TNF so 
ugotovili znižano izražanje CD25, nižjo produkcijo vnetnih citokinov in zmanjšano 
zmožnost proliferacije. Magnusson in sod., 2013 so opazili, da se je po dveh tednih 
terapije z IFX pri odzivnih bolnikih z UK zmanjšal delež aktiviranih celic T pomagalk 
(CD4+ CD25+). Večji delež CD4+ CD25+ pa so zabeležili pri neodzivnih UK bolnikih 
po dveh tednih jemanja IFX. 
 
Podobno smo opazili tudi v naši raziskavi. Razliko v aktiviranih celicah T pomagalkah, 
ki izražajo receptor IL2R (CD4+CD25+), smo opazili pri primerjavi odzivnih in 
neodzivnih bolnikih s CB pred terapijo z zaviralci TNF-α (preglednica 12). Pri 
neodzivnih je vrednost večja kot pri odzivnih (slika 19). 
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5.1.2 Rezidualni limfociti T 
Rezidualni limfociti T v črevesju izražajo CD103, ki je membranski integrin imenovan 
tudi αEβ7. CD103 izražajo v manjši meri tudi celice v vranici ali celice v perifernih 
limfnih vozlih. Domnevajo, da CD103 kot integrin prispeva k ohranitvi limfocitov v 
epitelijskem tkivu s pomočjo E-kadherina, ki ga izražajo epitelijske celice (Anz in sod., 
2011). K ohranjanju rezidualnih limfocitov T v tkivu pa prispeva tudi transformirajoči 
rastni faktor beta (TGF-β) (Park in Kupper, 2015). 
 
Pri primerjavi bolnikov z UK pred in po terapiji opazimo upad deleža CD8+CD103+ 
celic iz 40 na 23 (preglednica 5). Podobni rezultat smo dobili pri primerjavi samo 
odzivnih bolnikov z UK pred in po terapiji (preglednica 6). Pri bolnikih s CB se ta delež 
ni signifikantno spremenil (preglednica 5). Pri neodzivnih bolnikih s CB opazimo celo, 
da se je delež CD8+CD103+ celic povečal po terapiji (preglednica 9), vendar se zaradi 
močnega nihanja rezultatov signifikantna razlika ni pokazala. Novejše študije poročajo, 
da imajo tkivne efektorske spominske celice (TRM), za katere je značilno da so 
CD103+, v vnetem črevesju pomembno funkcijo (Park in Kupper, 2015). Zanimivo je, 
da Laidlaw in sod., 2014 poročajo, da imajo CD103+ TRM manjši potencial za 
proliferacijo in večjo produkcijsko sposobnost efektorskih citokinov kot CD103- T 
celice. Predvidevamo, da se je v skupini bolnikov z UK po terapiji delež CD103+ 
citotoksičnih limfocitov T znižal, ker so po končanem vnetju aktivirane celice prešle v 
apoptozo, ker pa je njihov proliferacijski potencial nizek smo tri mesece po začetku 
terapije zaznali nižje vrednosti. 
 
TRM so pomemben del adaptivnega imunskega sistema, ki zagotavlja hiter odziv ter 
preprečitev okužb, ki jih povzročajo patogeni. Kadar se te celice patološko kopičijo v 
epitelijih, lahko kot odziv na neškodljive antigene, povzročijo zaplete oz. bolezen. 
Molekularni program, ki narekuje diferenciacijo TRM v epitelijih, se lahko aktivira tudi 
v drugih tkivih, kjer lahko neprestana vnetja povzročijo kronično bolezen. Park in 
Kupper, 2015 opisujejo možnost terapije, usmerjene v selektivno odstranjevanje TRM. 
S tem bi lahko zmanjšali njihovo sposobnost rezistence v tkivih ter kronično vnetje 
(Park in Kupper, 2015). 
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5.1.3 Regulatorni limfociti T 
 
Za regulatorne limfocite T je značilno, da izražajo visoke količine receptorja za IL-2 
(CD25) in imajo transkripcijski faktor FoxP3. Značilnost regulatornih limfocitov T je 
torej visoko izražanje CD25 molekule in slabše izražanje receptorske molekule za 
interlevkin 7 (CD127). V naši raziskavi smo Treg opredelili kot 
CD4+FoxP3+CD127lowCD25hi. 
 
Značilnost Treg je proizvodnja IL-10 in oz. ali TGF-β ter izražanje citotoksičnega T 
limfocitnega antigena (CTLA-4 oz. CD152). Sun in sod., 2015 navajajo, da lahko v 
okolju, kjer so višje količine TGF-β, Treg inducirajo CD4+CD25- celice v Th17. 
Zanimivo dejstvo je, da se lahko Treg v takšnem okolju same preoblikujejo v Th17 
celice (Sun in sod., 2015). 
 
Pri naših rezultatih lahko opazimo, da je delež Treg pri kontrolni skupini večji (8,8), kot 
pri bolnikih s KVČB pred terapijo (4,0) (preglednica 3, slika 12). To se ujema z 
raziskavo Ricciardelli in sod., 2008, ki so opazili nižje deleže Treg v sluznici bolnikov z 
aktivno obliko CB v primerjavi s kontrolno skupino. KVČB je lahko delno posledica 
napak v Treg limfocitih T, saj je značilnost te bolezni neuspešna imunska regulacija. 
Lahko gre za napake v samih celicah ali pa gre za nenormalno okolje v katerem se Treg 
nahajajo. Mayne in Williams, 2013 navajata štiri razloge, ki so lahko razlog 
nefunkcionalnosti Treg, in sicer: pomanjkanje števila Treg, okvara funkcij Treg, 
nestabilen fenotip Treg in odpornost patogenov na Treg. Pri večini študijah navajajo 
povišano število FoxP3+ celic v črevesju bolnikov, še posebej kadar gre za vnetje oz. 
pri aktivni obliki bolezni. Zanimivo je, da so pri bolnikih KVČB opazili manjše število 
Treg v periferiji. Pojasnjujejo, da je zmanjšano število Treg v periferni krvi na račun 
povišanega števila teh celic v črevesju, kadar gre za vnetje. Povišano število Treg v 
črevesju pa ni samo značilnost avtoimunskih bolezni, saj so podobno ali večje število 
Treg zaznali tudi pri drugih vnetjih, kot so divertikulitis in enteritis (Mayne in Williams, 
2013). 
 
Gibson in sod., 2015 so opazili, da je frekvenca Treg pri bolnikih, kateri so se odzvali 
na terapijo z zaviralci TNF-α, višja v primerjavi s kontrolno skupino oz. zdravimi 
osebami. Zasledili pa so tudi podobnost izražanja Treg, ko so primerjali skupini 
odzivnih ter neodzivnih na terapijo pred začetkom zdravljenja. V raziskavi Guidi in 
sod., 2013 so prišli do ugotovitve, da se je delež Treg pri bolnikih z aktivno obliko 
KVČB zmanjšal po terapiji z anti TNF-𝛼.  
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Na podlagi naših rezultatov lahko sklepamo naslednje: 
 
 Izmerjeni deleži limfocitnih populacij se razlikujejo med bolniki s KVČB in 
zdravimi kontrolami. Pri bolnikih smo izmerili večje razmerje citotoksičnih 
limfocitov T, ki izražajo/ne izražajo kostimulatorne molekule CD28. Pri 
bolnikih smo izmerili tudi večji delež aktiviranih citotoksičnih limfocitov T, 
aktiviranih celic T pomagalkah in regulatornih limfocitov T. 
 Sklepamo, da so citotoksični limfociti T (CD8+CD28+ in CD8+CD28-) ter 
njuno razmerje vpleteni v razvoj bolezni.  
 Pri ulceroznem kolitisu so se po terapiji zmanjšali deleži citotoksičnih 
limfocitov T, ki izražajo molekule CD28 in rezidualnih limfocitov T. Pri 
odzivnih bolnikih z UK smo po terapiji zaznali tudi manjši delež aktiviranih 
citotoksičnih limfocitov T. 
 Pri terapevtsko neodzivnih bolnikih s CB smo pred terapijo izmerili več 
aktiviranih celic T pomagalk (CD25+) v primerjavi s terapevtsko odzivnimi 
bolniki 
 Značilnost KVČB je moteno delovanje regulatornih celic T, kar smo opazili tudi 
v naši raziskavi, saj je bil delež Treg pri kontrolni skupini večji, kot pri bolnikih 
s KVČB pred terapijo. 
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Črevesje je pomemben del prebavil, ki ga sestavlja ogromno število tujih antigenov. 
Ključno vlogo pri tem imajo celice imunskega sistema. Kadar gre za moteno regulacijo 
imunskega odziva na tuje antigene lahko pride do vnetja črevesja. KVČB je opredeljena 
kot kronično recidivno vnetje črevesja (Zang in Li, 2014). Je avtoimunska bolezen, ki se 
običajno pojavi že v mladosti. Bolezen je doživljenjska in jo lahko spremljajo 
ponavljajoči zagoni in vmesne umiritve. 
 
Zdravljenje poteka v prvi vrsti s standardno terapijo (5-aminosalicilna kislina, 
kortikosteroidi, azatriopin, 6-merkaptopurin ali metrotreksat), v primeru neodzivnosti pa 
se predpišejo biološka zdravila med katere spadajo tudi zaviralci tumor nekroznega 
faktorja alfa. Namen zdravljenja je omiliti simptome in izboljšati kvaliteto življenja.  
 
Obliki KVČB sta Crohnova bolezen in ulcerozni kolitis. Raziskave so pokazale, da gre 
pri CB in UK za različen mehanizem bolezni, vendar pa raziskovalci poudarjajo, da so 
potrebne še dodatne preiskave. Pomembna je torej boljša opredelitev, za kakšen 
mehanizem gre pri Crohnovi bolezni in kaj je razlika z ulceroznim kolitisom. Glede na 
možne razlike pri določeni diagnozi, bi se lahko bolnikom določila natančnejša terapija. 
 
S primerjavo normalnih vrednosti limfocitnih populacij pri kontrolni skupini smo 
dokazali, da se le te razlikujejo od bolnikov s KVČB v razmerju med citotoksičnimi 
limfociti T, ki izražajo/ne izražajo kostimulatorne molekul CD28, pri populaciji 
aktiviranih citotoksičnih limfocitih T, aktiviranih celicah T pomagalkah in regulatornih 
limfocitih T.  
 
Preiskave limfocitnih podvrsti, kot so citotoksični limfociti T, ki izražajo/ne izražajo 
kostimulatorne molekule CD28 in njunem razmerju, morda tudi rezidualni limfociti T, 
bi lahko nadalje uporabljali za boljšo opredelitev stanja bolezni in določitev vrste 
terapije, vendar pa bi bilo potrebno še bolje raziskati mehanizem bolezni glede na 
diagnozo. 
 
Določanje deleža aktiviranih celic T pomagalk, ki izražajo IL2R, bi mogoče lahko 
prispeval k napovedi uspešnosti terapije z inhibitorjem TNF-α pri bolnikih z Crohnovo 
boleznijo. 
 
Natančno poznavanje vloge različnih populacij interepitelijskih limfocitov T v črevesni 
sluznici pri bolnikih s KVČB bi lahko bolje pojasnilo vzroke za nastanek 
imunopatoloških posledic. Poleg tega smo želeli podrobneje razjasniti vpliv terapije z 
zaviralci TNF pri bolnikih z UK in CB. Vendar bi za celovit vpogled v ta problem 
potrebovali tudi informacije o funkciji ostalih spremljajočih celicah, kot so npr. antigen 
predstavljajoče celice, ki prispevajo k specifičnem T celičnem odzivu. 
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